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要旨 
 
本研究では、”DNA修復に関与するRecQL5”、 ”DNA 複製に関与する Tipin”、 ”DNA修復
およびテロメア維持などに関与するSNMヌクレアーゼファミリー”という3つの因子について、
シスプラチン、カンプトテシン、エトポシドなどの抗がん作用を持つ DNA 損傷剤を用いてそ
れぞれのゲノム安定性維持機構における新規機能について解析した。 
 
1. RecQL5による DNAクロスリンク損傷誘導性組換えの制御機構の解析 
RecQ ヘリカーゼファミリーは大腸菌 RecQ と高い相同性を持つヘリカーゼであり、ヒトで
は 5 つ存在する。その一つである RecQL5/Recql5 を欠損したマウスは高発がん性を示すこと
が報告されており、RecQL5 にはがん抑制因子としての機能が予想されている。しかし、
RecQL5の細胞内における詳細な分子機能は不明な点が多い。我々は、RECQL5遺伝子破壊細
胞がDNAクロスリンク剤であるシスプラチン(CDDP)およびマイトマイシンC (MMC)に特異
的に高感受性を示すことを発見した。DNAクロスリンク損傷は複数の DNA修復経路が協調的
に働いて修復される。二重遺伝子破壊株を用いた遺伝学的解析および損傷シグナル応答の解析
により、RecQL5 は” Rad17 らの関わる複製チェックポイント”および”FANCD2、FANCC ら
の関わるファンコニ貧血経路”とは異なる形で DNA 鎖間クロスリンク(ICL)修復に関与するこ
とが示唆された。一方、RECQL5/BRCA2二重遺伝子破壊株はBRCA2単独破壊株と同程度の
CDDP感受性を示し、RecQL5は BRCA2に依存した相同組換え経路において機能することが
示唆された。BRCA2は相同組換えに必須の中間体である Rad51フィラメントの形成に必要な
タンパク質であり、細胞内での Rad51フォーカスの形成にも必要とされる。RECQL5 破壊株
において、MMC 処理後にRad51フォーカスの滞留が観察された。さらに、RecQL5と Rad51
の結合が ICL 修復の促進に重要であった。同様に、RecQL5 の ATPase 活性もまた ICL 修復
に寄与する。試験管内において RecQL5 が Rad51 フィラメントを除去する活性を持つこと、
および Rad51 との結合活性および ATPase 活性がこの生化学的活性に必要という報告と合わ
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せると、RecQL5は細胞内においてRad51を DNA上から除去し、不適切な組換え反応を抑制
することを介して ICL修復を促進する可能性が示唆された。実際に、姉妹染色分体交換および
免疫グロブリン遺伝子座での組換え頻度を測定したところ、RECQL5 破壊株ではCDDP処理
時の組換え頻度が亢進していた。さらに、免疫グロブリン遺伝子座の特性を利用して、相同組
換えの鋳型となる偽V 遺伝子の配列を解析したところ、RECQL5 破壊株ではCDDP処理時の
組換えの多様性もまた増加していた。これらの結果より、RecQL5 は DNA クロスリンク損傷
に応答して機能し、相同組換えの過程で組換えの頻度と正確性を適切に制御していると考えら
れる(Fig.1)。Rad51 フィラメントはクロマチンリモデリング因子である Rad54 の活性により
相同鎖へ侵入するが、侵入後の Rad51フィラメントおよび不要となったRad51フィラメント
は速やかに除去される必要がある。RecQL5はこれらの Rad51フィラメントを除去することで、
ICL修復を促進し、ゲノム安定性維持に寄与すると考えられる。一方、RecQL5の欠損時には
Rad51フィラメントが残存し、不適切な組換え中間体の形成や不適切な鋳型との組換えが誘導
されると考えられる。 
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2. Tipin によるカンプトテシン誘導性 DNA 複製障害の回避機構の解析 
抗がん剤の一つであるカンプトテシン(CPT)はトポイソメラーゼ I (Top1)の阻害剤であり、
Top1の酵素活性を阻害するとともに Top1をクロマチン上に滞留させ、複製フォークとの衝突
で DNA 二本鎖切断(DSB)末端を産生することで細胞毒性を発揮する。CPT による DNA 複製
障害を複製フォークがいかにして回避するのかに関しては、未だ不明な点が多い。我々は、複
製フォークの構成因子の一つである Tipin に着目し、複製フォークの障害回避機構に関して解
析した。TIPIN 破壊株はCPTに著しい感受
性を示し、DSB 末端の指標である H2AX の
リン酸化が亢進した。その感受性の原因は、
相同組換え修復経路や複製チェックポイント
経路の欠損とは異なっていた。一方、TIPIN 
破壊株では CPT 存在下における複製フォー
クの進行距離の低下が観察された。CPT処理
時の Top1 の挙動を観察したところ、TIPIN 
破壊株では野生株では生じないプロテアソー
ム依存的な分解を受けている可能性が示唆さ
れた。CPT感受性および Top1の分解は、複
製フォークの進行を停止させる薬剤である
アフィディコリンの前処理で部分的に抑制
された。Top1の分解は複製フォークとの衝
突で生じ得るという報告を考慮すると、
Tipin は複製フォークと Top1 のクロマチン
上での衝突を防いでいる可能性が考えられる
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(Fig.2)。Tipin を欠損した複製フォークはCPT処理時に DSB末端を高頻度で産生し、複製フ
ォークの崩壊を招いてそれ以上の進行が不可能になると考えられる。 
 
3. SNMファミリーのエトポシド誘導性アポトーシスへの関与の検討 
 トポイソメラーゼ II (Top2)は DNAに DSBを導入し、DNA二本鎖同士の絡まりを解消した
のち再結合させるという酵素活性を持つ。Top2 の阻害剤であるエトポシドは、Top2 が導入し
た DSB の再結合過程を阻害することで細胞毒性を発揮し、細胞にアポトーシスを誘導する。
DNA 損傷によるアポトーシスでは、DNA に結合する因子が損傷を感知してアポトーシスの実
行シグナルを出すと考えられるが、それを担う因子や分子機構については解析が不十分であっ
た。我々は本研究において、SNMヌクレアーゼファミリーに属する SNM1A、Apollo/SNM1B、
Artemis/SNM1Cの 3つがエトポシド誘導性アポトーシスに関与することを示した。これらの
遺伝子の三重破壊株を作製し解析したところ、完全なアポトーシスの抑制は見られなかったも
のの、アポトーシスにおける DNA断片化の相加的な減弱が観察された。以上の結果は、SNM
ヌクレアーゼのすべてがエトポシド誘導性アポトーシスの実行に部分的に関与し、DNA 断片
化において協調的にはたらく可能性を示唆している。 
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第 1章 諸言 
 
第 1節 本研究の背景 
 遺伝情報は正確に複製され安定に継承される必要があり、DNA が損傷を受けた場合は適切
に修復されねばならない。ゲノム安定性維持や DNA 複製・修復の機構が破綻すると、細胞の
がん化や早期老化を引き起こす恐れがある(Auerbach and Verlander 1997; Branzei and 
Foiani 2008; Branzei and Foiani 2010; Lambert and Carr 2013)。実際に、発がん・早期老化
を主症状とする遺伝性疾患の多くが、DNA 複製・修復に関与する因子を原因遺伝子としてい
る。近年、分子生物学的手法の目覚ましい発展によりゲノム安定性維持機構の研究は飛躍的に
進んだものの、依然として未解決な部分も多く残されている。第一に、関与する多くの因子の
同定がなされたが、個々の因子の詳細な機能は未だわかっていない。第二に、酵母や線虫を用
いた研究で機能解析が進んだ遺伝子であっても、高等真核生物において機能が保存されている
かは未知数である。第三に、DNA 複製・修復機構を試験管内で完全に再構成することは非常
に難しく、またその遺伝子欠損の多くが細胞の増殖能や個体の生殖能に影響を与えるために逆
遺伝学的な解析も簡単ではないことが挙げられる。これらの課題を乗り越え、DNA 複製・修
復の分子機構の全貌を解明することが望まれる。 
 本研究においては、第 2章では DNA ヘリカーゼ RecQL5の DNAクロスリンク損傷におけ
る機能、第 3章では複製フォーク複合体構成因子 Tipin の新たな役割、第 4章では SNM ヌク
レアーゼファミリーのエトポシド誘導性アポトーシスにおける関与の可能性についてそれぞれ
解析し、ゲノム安定性維持機構の研究で未解明の領域に挑戦した。 
本章では、第 2～3 節で第 2～4 章を理解するための背景を概説し、さらに第 4 節で第 2～4
章における共通の実験材料であるニワトリ DT40細胞について紹介する。本章最後の第 5節で
本研究の目的を述べる。 
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第 2節 真核生物のDNA複製機構 
細胞分裂時、細胞は DNA 複製により自らの DNA を鋳型として完全に相同な DNA を 2つ
作る必要がある。DNA 複製は適切な時期に適切な回数だけ行われるように厳密に制御されて
いるが、その制御機構の破綻は遺伝情報の継承に不具合を引き起こし、細胞のがん化や老化を
誘引する原因となる。 
真核細胞の DNA 複製機構に関する研究は近年飛躍的に進展した。これまでに明らかにされ
ている DNA 複製機構を概説する(Branzei and Foiani 2010; Errico and Costanzo 2010; 
Lambert and Carr 2013)。DNA複製開始に先立ち複製開始点にライセンス化因子を含む一群
のタンパク質が集合し、複製前複合体（pre-replicative complex: pre-RC）を形成する。続い
て、pre-RC に含まれるMCM2-7 (minichromosome maintenance 2 to 7) 複合体を標的とし
て Cdc45や GINSなど様々なタンパク質が結合し、同時に MCM2-7複合体自体にも構造的な
変化をもたらすことで、複製開始前複合体（pre-initiation complex: pre-IC）へと移行する。
この pre-IC への移行の過程にはサイクリン依存性キナーゼ(cyclin-dependent kinase: CDK)
や Cdc7によるタンパク質のリン酸化が必要である。pre-IC 中のMCM2-7 複合体は DNAヘ
リカーゼ活性を保持しており、DNA 二本鎖を巻き戻しながら一本鎖 DNA 上を移動すると考
えられている。ヘリカーゼによって露出した親鎖の一本鎖 DNA を鋳型とし、DNA ポリメラ
ーゼ群による新生 DNA 鎖の合成が起こる。この際、リーディング鎖では DNA polymerase ε 
(Polε)による連続的な合成、ラギング鎖では DNA polymerase α (Polα)および DNA polymerase 
δ (Polδ)を中心とした不連続合成が行われる。Polαは、保持するプライマーゼ活性により RNA 
プライマーを合成し、それらを起点として Polδにより比較的長い新生DNA 鎖が合成される。
それぞれ不連続に合成された岡崎フラグメントは、DNA リガーゼの一つである Ligase III に
より連結され、不要な部分は FEN1などの DNA ヌクレアーゼにより除去される。 
 
第 3節 真核生物のDNA修復機構 
本節では数ある DNA 修復機構のうち、本論文全体に関係が深い DNA 二本鎖切断(DNA 
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double strand break; DSB)修復、および重要なゲノム安定性維持機構である複製チェックポイ
ントについて概説し、それ以外の修復機構に関しては各章(第 2～4 章)の序論にて解説する。
DNA 損傷や複製ストレスを誘導する薬剤として様々な化学物質が知られているが、本研究で
用いた DNA損傷剤については Table. 1-1にまとめた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.3.1 DSB修復機構 
 DSBは二重らせんを巻いた DNAの両方の鎖が切断される損傷であり、数ある DNA傷害の
中でも最も重篤な損傷である(Chu 1997; Kanaar et al. 1998)。DSBが生じた細胞はチェック
ポイントと呼ばれる DNA損傷応答機構を活性化して細胞周期の進行を遅延させ、DNA損傷の
修復を行う(Branzei and Foiani 2008; Finn et al. 2012)。一定時間以内に“すべての”DSBが
修復できず、染色体 DNA上に DSB
が一つでも残った場合、細胞はアポ
トーシスにより死滅する。 
真核生物において DSB を修復す
る主要な機構として、相同組換え修
復 (HR repair)と非相同末端結合 
(non-homologous end joining;  
15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
16 
 
NHEJ) の二つが知られている(Fig.1-1)。HR修復では、数百塩基以上の相同性を有する DNA
鎖 (相同染色体または姉妹染色分体) を鋳型とした DNA合成により忠実度の高い修復を行う。
ただし、相同染色体間で HR 修復が行われた場合には、ヘテロ接合性の消失  (loss of 
heterozygosity; LOH) にともなう劣性遺伝形質の発現に繋がる可能性がある。このため、高等
真核生物においては、HR修復は主として S期以降に姉妹染色分体間で行われる修復過程であ
ると考えられている。これに対し、NHEJ では切断末端をそのまま結合し修復する。ゆえに、
NHEJは欠失や挿入などの変異が生じやすい修復経路であると考えられている。両経路に関わ
るタンパク質群はそれぞれの修復経路において重要な役割を果たすとともに、もう一つの経路
に対して抑制的に働くこともあり、両機構はお互いに制御し合いながら補完関係にあると考え
られている。 
 
1.3.2 相同組換え修復 (homologous recombination repair; HR repair) 
高等真核生物のHR修復は以下のような段階を経て行われる(Fig.1-2) (Branzei and Foiani 
2008; Kim and D'Andrea 2012; Roy et al. 2012; Aze et al. 2013)。はじめに、CtIPおよび
Mre11/Rad50/ Nbs1複合体 (MRN複合体)の 5’→3’エキソヌクレアーゼ活性により切断部の 5’
末端が削り込まれ (5’ resection)、3’末端が突出した一本鎖 DNA が形成される。次に、その露
出した一本鎖部分に RPA (replication protein A) が結合し、DNAを直線化する。さらにRad51
メディエーターと呼ばれるタンパク質 (出芽酵母では Rad52、高等真核生物では BRCA2) が
結合し、Rad51を一本鎖上へ呼び込む。Rad51はRPAと交換され、一本鎖DNAの周囲にRad51
が連結して巻きつくように結合し、protein -DNAフィラメント (Rad51フィラメント) を形成
する。続いて、DNA合成の鋳型となる相同 DNA を検索し、相同領域へ一本鎖 DNAが侵入す
る (strand invasion)。この過程には二本鎖 DNA依存性 ATPase 活性を持つ Rad54の機能が
必要であり、Rad54 は相同鎖のクロマチン構造をリモデリングして Rad51 フィラメントを侵
入しやすくすると考えられる。その後、相同部位への対合 (synapsis) により、D-loop と呼ば
れる組換え中間体が形成される。相同鎖を鋳型として DNA 合成を行って欠落部分が修復され
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た後、これらの中間体が DNA ヘリカーゼやヌクレアーゼにより解消されて、最後に DNA を
連結して修復が完了する。HR 修復は DNA 修復時のみならず、第 4 節で後述するターゲット
インテグレーションによる遺伝子破壊などにも寄与し、遺伝子工学においても重要な機構であ
る。 
 
1.3.3 非相同末端結合 (non-homologous end joining; NHEJ) 
 高等真核生物におけるNHEJは以下のような段階を経て行われる(Fig.1-3) (Ahnesorg et al. 
2006; Ciccia and Elledge 2010)。まずDSB末端にDNA-PKcs/KU70/KU80からなるDNA-PK
複合体が結合し、末端をキャップする。DNA-PKcsはホスファチジルイノシトール 3キナーゼ
(PI3K)関連キナーゼであり、自身を自己リン酸化するとともに、NHEJに関与する因子である
Artemis や XRCC4 をリン酸化し、リクルートや遊離を制御する。Artemis は DSB 末端のプ
ロセシングを行う。下流の因子として、足場タンパク質であるXRCC4、NHEJにおける DNA
リガーゼとしてはたらく Ligase IV、両者をつなぐ XLF が存在し、これらの因子により DSB
末端が連結され修復が完了する。 
 NHEJは鋳型を必要としない修復系であるため、細胞周期によらず実行できる。一方、修復
時に欠失をともないやすい error-prone (誤りがち)な機構である。近年は NHEJのこういった
性質を利用し、「DSB を人為的に導入して標的遺伝子配列を部分的に欠失させ遺伝子変異体を
樹立する」という、ジンクフィンガーヌクレアーゼ(ZFN)、TALEN、CRISPR/Cas9などのゲ
ノム改変技術も登場している(Hockemeyer et al. 2009; Bedell et al. 2012; Mali et al. 2013)。 
 
1.3.4 複製チェックポイント機構 
複製チェックポイントは、細胞が S期中に DNA損傷や複製ストレスを受けた時、細胞周期
の進行の遅延と後期オリジンのファイアリングを抑制し、異常を解消するための時間を作り出
す機構である(Busino et al. 2004; Branzei and Foiani 2008; Finn et al. 2012)。脊椎動物の複
製チェックポイントは以下のような分子機構で行われる。複製フォークが DNA 損傷や複製ス
18 
 
トレスによって影響を受け ssDNAが露出すると、一本鎖 DNA 保護タンパク質であるRPAが
結合し、これが複製チェックポイント活性化の引き金となる。RPA結合ドメインを持つ ATRIP
を足場として、ATR-ATRIP キナーゼ複合体が ssDNA 上に結合する。一方、それらと独立し
てRad9-Rad1-Hus1からなるヘテロ 3量体(9-1-1複合体)がRPA依存的に複製フォーク上にロ
ーディングされる。9-1-1 は環状構造をとる複合体(clamp)であり、一時的に開環し DNA 上に
結合させる因子としてRad17 クランプローダーを必要とする。さらに、ATR-ATRIPと 9-1-1
両方の複合体と結合する因子である TopBP1もまた同じ部位にリクルートされる。TopBP1は
ATRのキナーゼ活性を亢進させる機能があるが、クロマチン上に滞留するには 9-1-1との結合
が必要である。このとき、9-1-1 の環状構造から突出した Rad9 の C 末テイル構造が TopBP1
との相互作用に重要であり、また、Rad9 の C 末テイルがリン酸化されることも必要である。
近年、このリン酸化を担うキナーゼがカゼインキナーゼ 2 (CK2)であることが示された
(Delacroix et al. 2007)。さらに、ATRの自己リン酸化が TopBP1との結合を増強することも
報告された(Liu et al. 2011)。TopBP1との結合によりさらに活性化した ATRは、複製チェッ
クポイントのキーファクターである Chk1 をリン酸化する。Chk1 もまたキナーゼであるが通
常時は自己抑制されており、ATR依存的リン酸化(ヒトでは Ser317および Ser345)により活性
化する。活性化した Chk1 は Cdc25 ホスファターゼをリン酸化する。Cdc25 は通常、cyclin 
dependent kinases (CDK) の脱リン酸化をおこなって細胞周期を S/G2からM期へ進行させ
る機能を持つが、Cdc25リン酸化体はその役割が阻害され、結果的に細胞周期の停止または遅
延が引き起こされる。 
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第 4節 ニワトリ Bリンパ細胞由来DT40細胞とその実験系 
1.4.1 ニワトリDT40細胞株の誕生、およびその高い相同組換え能 
 ゲノム DNA を含むプラスミドを高等真核細胞に導入すると、核に到達したプラスミドの一
部分がゲノムに取り込まれその一部になる。この過程をインテグレーションと呼び、大部分の
インテグレーションはゲノム上の様々な位置にランダムに起こる(ランダムインテグレーショ
ン)。これに対し、プラスミドに含まれる DNA断片と、それに相同な塩基配列を持つゲノム上
のDNAとが相同組換えを起こして導入プラスミドがゲノムに取り込まれることがある(ターゲ
ットインテグレーション)。比較的ターゲットインテグレーションが起こりやすいマウスの ES
細胞ですら、ランダムインテグレーションがターゲットインテグレーションに比べて 100倍以
上の頻度で起こる。このため、ターゲットインテグレーションによる高等真核生物における遺
伝子破壊細胞の樹立は非常に困難であった。 
 DT40 細胞はトリ白血病ウイルス(avian leukosis virus; AVL)によりトランスフォームした
ニワトリBリンパ細胞株として樹立され、抗体遺伝子座の遺伝子変換能力を継代培養中にも失
わず維持していた(Thompson et al. 1987; Buerstedde et al. 1990; Kim et al. 1990)。驚くべき
ことに、ニワトリ DT40細胞においては OVALBUMIN のような転写の不活性な遺伝子座を含
めて、調べたすべての遺伝子座でターゲットインテグレーションがランダムインテグレーショ
ンとほぼ同頻度で起こった(Buerstedde and Takeda 1991)。したがって、DT40細胞は高等真
核細胞の中で唯一、効率良く遺伝子をノックアウトできる細胞株であり、系統的な遺伝学的解
析を行える細胞株として利用されている。 
 
1.4.2 ニワトリDT40細胞株を使った研究のメリット 
 DT40細胞はその高い相同組換え能の他に、以下に示すような優れた特徴を有する。 
1．現在のところ 7種類の薬剤選択マーカー(Puromycin, Blasticidin, Histidinol, Bleomycin, 
Neomycin, Hygromycin, Ecogpt)が使用可能であり、最大 3種類の遺伝子の重複ノックアウト
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ができる。さらに、タモキシフェンで活性を厳密に制御できる Cre-LoxP リコンビナーゼを用
いることで、理論上無限に遺伝子をノックアウトできる。 
2．カリオタイプと細胞の表現型が安定である(ただし、2 番染色体といくつかのマイクロクロ
モソームはトリソミーである)。また、細胞の増殖速度が速いので(野生株は 39℃においてダブ
リングタイムが 7.5時間)、細胞を扱いやすい。 
3．致死的変異導入のための条件変異細胞を作製できる。その方法として、(1)テトラサイクリ
ン誘導プロモーターによる Tet-offシステム(Wang et al. 1998)、(2)タモキシフェン依存性組換
え酵素によるCre-loxPシステム(Zhang et al. 1996)、(3)温度感受性変異株の作製 (DT40細胞
は 34～43℃まで広い範囲に渡って細胞の生存率を変化させることなく培養できる)(Fukagawa 
et al. 2001)、(4)degron 配列(aid配列)を用いたタンパク質のプロテアソーム依存性分解システ
ム(Nishimura et al. 2009)、の 4種類がある。 
4．ニワトリのゲノムプロジェクトの進行により、約 90%のゲノム情報が明らかとなっている。
また、DNA 複製・組換え・修復に関わる遺伝子は出芽酵母から高等真核生物まで比較的高度
に保存されており、出芽酵母やヒト、マウスの情報をフィードバックしつつ解析を行うことが
できる。 
 
1.4.3 実験系としてのニワトリDT40細胞株と本研究の適合性 
 近年はRNA干渉(RNAi)を用いたノックダウンによる遺伝子の機能解析が主流となっており、
この手法は、1) 生物種の中でもヒト細胞を用いた解析ができる、2) トランスフェクションか
らサンプル回収まで 1～2 週間ほどで行える、という点で DT40 細胞を用いる場合よりも優れ
ている。また、同じノックアウトであってもマウスを用いた方が、細胞と同時に個体の解析が
できるため有用である。さらに、ヒト・マウスの方がデータベースや商業用の抗体が充実して
いるなどの利点もある。したがって、実験系を選択する上で単に遺伝子破壊が容易であるとい
うだけでDT40細胞を用いるのは適切とは言い難い。 
 しかしながら、ヒト細胞のノックダウンやノックアウトマウスの系と比較して、DT40 細胞
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を用いた方が有利である場合が多々ある。以下にその例を示す。 
1. ノックダウンではなくノックアウトの解析ができるため、siRNA やデグロン系で問題とな
る標的タンパク質の残存の影響がない。ゆえに、複数の遺伝子間での表現型の比較、すなわち
系統的な遺伝学的解析が可能である。 
2. 欠損が個体レベルで致死となり、ノックアウトマウス系と相性の悪い遺伝子であっても解析
が容易である。 
3. 不妊や早期がん化などの表現型によりノックアウトマウス同士のかけ合わせが難しい遺伝
子であっても、遺伝子の多重破壊株の作製が可能である。 
4. 増殖能の早さゆえ、一つの遺伝子のノックアウト株の樹立が 40～60日程度で行える。よっ
て、遺伝子の三重破壊株であっても理論上は半年程度で作製できる。 
 本研究において、第 2章で扱う遺伝子はほとんどが欠損により胎生致死、不妊、あるいは高
発がん性を呈する遺伝子であり、二重破壊株を用いた系統的な遺伝学的解析を行う上で DT40
細胞系が最適である。第 3章で扱った TIPINをはじめとするDNA複製因子は、その欠損が胎
生致死になることがほとんどであるためノックアウトマウスは作製されておらず、脊椎動物細
胞でのノックアウトによるアプローチは DT40細胞でなければ困難である。第 4章の研究成果
は、系統的な解析および遺伝子三重破壊株の作製ができなければ得られなかった。以上より、
本研究で用いる実験材料として、DT40細胞系は非常に良くマッチングしていると考えられる。 
一方、近年は ZFN、TALEN、CRISPR/Cas9 などを用いたゲノム編集により、ヒトのノッ
クアウト細胞や多数の生物種のノックアウト個体の作製が可能になりつつある。これらは革命
的といえる手法だが、「細胞内にヌクレアーゼを過剰発現させてゲノム DNA に直接 DSBを導
入する」という性質上、オフターゲット効果の問題が依然として解決されていない。今後の技
術の発展に伴い改善が進むと考えられるが、現時点ではこれらのシステムと一過性の変異が残
存し続ける培養細胞系は相性が悪い。こういった新技術とDT40細胞のメリットをよく把握し、
研究目的に応じた適切な実験系を選択していくことが望ましいと考えられる。 
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第 5節 本研究の目的 
 第 1節に記載したように DNA 複製・修復に関与する因子の同定は進んでいるものの、それ
らの分子機能の研究は遺伝子破壊の容易さ、扱いやすさなどから大腸菌や酵母などの単細胞生
物において先行してきた。しかしながら、多細胞となった高等真核生物では関与する因子の数
や種類が飛躍的に増加し、単細胞生物で得られた結果が必ずしも当てはまらないことが徐々に
明らかになってきている。遺伝性疾患の原因遺伝子となる DNA 修復因子や、創薬の標的とな
りうる DNA 複製因子の分子機構を解明するにあたって、病因の解明や新たな治療法の確立へ
繋げるためにも、高等真核生物細胞、特に脊椎動物細胞を用いた解析が不可欠となる。本研究
では DNA 修復(第 2章)を中心に、DNA複製(第 3章)、DNA損傷によるアポトーシス(第 4章)
という 3つの機構に関して、脊椎動物細胞の中で遺伝子破壊が容易に行えるニワトリ DT40細
胞を用いて、多数の DNA 複製・修復因子の新たな機能を解明することを目的とした。特に、
第 2章では当研究室で精力的に研究を行ってきた RecQヘリカーゼファミリーのうち、機能が
未知であった RecQL5、第 3章では当研究室で始動した DNA 複製因子の網羅的な遺伝子破壊
株作製プロジェクトの標的の一つであった Tipin、第 4章では DSB誘導性アポトーシスの実行
因子スクリーニングで同定された SNM ファミリーヌクレアーゼに焦点を当て、それぞれの細
胞内における分子機能の解析を試みた。本研究の推進により、新規の分子機構の解明に留まら
ず、創薬ターゲットの同定や遺伝性疾患の病因の解明、治療法の確立のための新たな視点の発
見を目指した。 
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第 2章 DNA ヘリカーゼ RecQL5の ICL 修復における機能の解析 
 
第 1節 序論 
2.1.1  RecQヘリカーゼファミリ  ー
DNA ヘリカーゼは、DNA複
製、修復、組換え、転写などの
DNA 動態に際して、ATP の加
水分解で生じるエネルギーを利
用して一本鎖 DNA 上を特定の
方向に移動しながら相補鎖間の
水素結合を切断し、その DNA
に結合した相補的DNA (または
RNA) を解離させ、DNA-DNA、
DNA-RNAなどの二重らせんを二本の一本鎖に巻き戻す酵素の総称である(Tuteja and Tuteja 
2004; Fairman-Williams et al. 2010)。ゆえに DNAヘリカーゼはATPase 活性を持ち、高度
に保存されたヘリカーゼモチーフを配列上に保持している(Fairman-Williams et al. 2010)。ま
た、DNA結合活性も併せ持つ。 
RecQ へリカーゼファミリーは大腸菌 RecQ と相同性の高いヘリカーゼ領域をもつタンパク
質の総称であり、大腸菌から酵母、ヒトまで高度に保存されている(Fig.2-1) (Chu and Hickson 
2009; Rossi et al. 2010)。出芽酵母においては Sgs1、分裂酵母においては Rqh1が、それぞれ
唯一の RecQホモログとして同定されている。一方、ヒトにおける RecQへリカーゼファミリ
ータンパク質としては、RecQL1、BLM(RecQL2)、WRN(RecQL3)、RecQL4、RecQL5 の 5
種が知られており、そのうちBLM、WRN、RecQL4はそれぞれブルーム症候群、ウェルナー
症候群、ロスモンド-トムソン症候群の原因遺伝子産物であることが明らかとなっている(Ellis 
et al. 1995; Yu et al. 1996; Kitao et al. 1999)。これらの遺伝性疾患では、高発がん性や早期老
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化症状を示し、その原因はゲノム安
定性維持の破綻にあると考えられて
いる。典型的な症状について Table. 
2-1 にまとめた。当研究室では
human RECQL1遺伝子を単離同定
し、その遺伝子産物が DNA ヘリカ
ーゼ活性を持つことを示した(Seki 
et al. 1994)。その後、RecQL1のみ
ならず RecQヘリカーゼファミリーすべての分子機能を明らかにすべく精力的に解析を進めて
いる(Wang et al. 2000; Kawabe et al. 2001; Wang et al. 2003; Otsuki et al. 2007; Abe et al. 
2011b)。 
 
2.1.2  RecQL5  
ヒトRECQL5 遺伝子は RECQL4 遺伝子とともに 1998年に単離された(Kitao et al. 1998)。
精製タンパク質を用いた解析により、ATPase 活性を保持し、DNAヘリカーゼとしての生化学
的活性を持つことも報告された(Garcia et al. 2004)。一方、これまで当研究室においてニワト
リ DT40 細胞を用いた RECQL5 遺伝子破壊株の作製・解析がなされたが、細胞増殖能、死細
胞の割合、紫外線およびメチルメタンスルフォネート(MMS)感受性、mitotic chiasmataの形
成頻度に関しては野生株と差がなかった(Wang et al. 2003; Otsuki et al. 2008)。このように細
胞を用いた逆遺伝学的解析では表現型が得られず、その生理学的機能はほとんど不明であった。
ただし、BLM との二重破壊株においてのみ細胞増殖速度の低下、死細胞の増加、姉妹染色分
体交換 (sister chromatid exchange; SCE) 頻度の亢進などといった表現型が得られることか
ら、RecQL5 が BLM 欠損時にのみバックアップとして働く DNA ヘリカーゼである可能性が
示唆されていた(Wang et al. 2003; Otsuki et al. 2008)。 
しかし近年、RECQL5/Recql5 ノックアウトマウスが作製され、野生型と比較して高い発が
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ん傾向(自然発症発がん)を示すことが判明した(Hu 
et al. 2007)。野生型マウス 32個体と Recql5 ノッ
クアウトマウス 50 個体を 22 ヶ月飼育したところ、
野生型で 6% (2個体)で腫瘍が観察されたのに対し、
Recql5ノックアウトマウスでは 46% (23個体)と高
頻度で観察された。腫瘍の内訳は Table. 2-2にまと
めた。さらに、家族性大腸腺腫症の原因遺伝子であ
る APC遺伝子の片アレルに変異を持つマウスに、加えて RECQL5遺伝子をノックアウトした
二重変異マウスを作製したところ、大腸における腫瘍の形成数が APC 単独変異マウスに比べ
て有意に上昇した(Hu et al. 2010)。一方、Recql5ノックアウトマウスの寿命は野生型と差が
ないことから(Hu et al. 2007)、RecQL5/Recql5は胚発生時や正常な成熟には必須でないものの、
がん抑制因子としての機能を持つことが示唆された。現在までにRecQL5に対応するヒト遺伝
病は同定されていないが、ゲノム安定性維持機構への関与が強く示唆される。 
さらに、RecQL5 は試験管内において相同組換え(HR)に必須な因子である Rad51 リコンビ
ナーゼに直接結合することが報告された。加えて、試験管内においてHRに必須な構造体であ
るRad51-ssDNAのヌクレオプロテインフィラメント(Rad51フィラメント)からRad51を解離
させる活性を持つことも判明し、アンチリコンビナーゼとしての機能が示唆されている(Hu et 
al. 2007; Schwendener et al. 2010; Islam et al. 2012)。最近、RecQL5の持つドメインである
BRC variant (BRCv) repeat が Rad51 との結合に必須であることも示された(Islam et al. 
2012) (Fig.2-2)。これらの知見は、RecQL5と HR経路の関与を示唆している。 
一方、RecQL5 は転写の活性にも影響を与えるという報告が近年相次いで発表された。ヒト
RecQL5は 5つの RecQファミリ
ーの中で唯一、RNA ポリメラー
ゼ II (RNAPII)と免疫沈降可能な
複合体を形成できる(Aygun et al. 
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2008)。また、RecQL5は、1) RNAPIIの large subunit である RPB1と直接結合する(Aygun et 
al. 2008; Kassube et al. 2013)、2) 試験管内においてRNAPII 依存的な転写活性を低下させる
(Aygun et al. 2009)、3) IRI domain、SRI domain という特徴的なモチーフを有し、この 2箇
所で RNAPII と結合する(Islam et al. 2010; Kanagaraj et al. 2010)(Fig.2-2)、などの報告がな
されている。これらの知見から、RNAPII 依存的な転写反応を負に制御する機能を持つ可能性
が示唆された(Aygun and Svejstrup 2010)。ただし、Recql5ノックアウトマウスが正常に成長
することから(Hu et al. 2007)、転写への影響は大きなものではないとする見方もある。近年、
転写反応から転じて予期しない組換えが誘導されるという現象が示されており、これは転写に
関連した組換え(Transcription-associated recombination; TAR)と呼ばれている(Aguilera 
2002; Gottipati and Helleday 2009)。Rad51と RNAPII の両者に結合するという性質から、
RecQL5は TARを抑制することでゲノム安定性の維持に寄与しているのかもしれない。 
以上のように、RecQL5 の機能に関する知見は徐々に蓄積されてきている。しかしながら、
RecQL5 の細胞内における役割、特にがん抑制因子としてゲノム安定性維持にどのような分子
機序で機能するかは不明な点が多く残されている。 
 
2.1.3  ファンコニ貧血とその原因遺伝子 
 ファンコニ貧血(Fanconi anemia; FA)は高発がん性、進行性骨髄機能不全、発育不全などを
特徴としたゲノム不安定性症候群である(Deans and West 2011; Crossan and Patel 2012; 
Kim and D'Andrea 2012)。FA患者細胞はDNA鎖間クロスリンク(interstrand crosslink; ICL)
損傷を誘導する抗がん剤であるシスプラチン(CDDP)およびマイトマイシン C (MMC)に対し
て著しい高感受性を示すことが知られて
いる。臨床の現場において FA の診断を
下す際、患者細胞をMMCで処理し染色
体断裂が増加するか否かが重要な判断基
準となっている。現在までに 16 遺伝子
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が FA 原因遺伝子として同定され(Fig.2-3)、それらの遺伝子産物が ICL 修復経路で機能する。
これらの因子の遺伝子欠損細胞は例外なく DNAクロスリンク剤に高感受性を示す。 
少なくとも 8 つの FA タンパク質(FANCA/B/C/E/F/G/L/M)とそれに付随するタンパク質が
FA コア複合体を形成する。S 期中に複製ストレスを受けた時、FAコア複合体はE3リガーゼ
として機能し、FANCI-FANCD2 (ID)複合体をモノユビキチン化する。このユビキチン化は ID
複合体のクロマチン集積を促進し、またユビキチン結合タンパク質のリクルートに関与すると
考えられている。ここまでの一連のカスケードは FA経路(FA pathway)と呼ばれている。一方、
ID 複合体のモノユビキチン化に必須ではない FA 遺伝子として BRCA2 (FANCD1), BRIP1 
(FANCJ), PALB2 (FANCN), RAD51C (FANCO), SLX4 (FANCP)、XPF (FANCQ)の 6つが報
告されている。このうち BRCA2, PALB2, RAD51C は HR修復の実行に重要であり、欠損す
ると HR 修復効率が著しく低下する。これらのタンパク質は Rad51 を損傷部位にリクルート
し、Rad51-ssDNAフィラメントの形成を促進する役割を持つ。BRIP1は DNAヘリカーゼ活
性を持ち、GC-rich の DNA 配列で生じやすいグアニン四重鎖構造を解消する機能が報告され
ているが、この機能が ICL修復に必要なのかは不明である。SLX4および XPFはともに DNA
ヌクレアーゼであり、HR 修復における組換え中間体の解消、およびヌクレオチド除去修復
(NER)における損傷塩基の切り出し(incision)に関与することがそれぞれ示されていたタンパ
ク質であり、近年ファンコニ貧血の原因遺伝子であることが同定された(Crossan et al. 2011; 
Kim et al. 2011; Stoepker et al. 2011; Bogliolo et al. 2013; Kashiyama et al. 2013)。これらの
ヌクレアーゼは、ICL損傷部位の切り出しに機能していると考えられている。ファンコニ貧血
患者のうち、上記の 16 遺伝子に変異が見つからない患者も存在し、今後も未知既知によらず
新たなタンパク質が FA原因遺伝子として同定される可能性がある。 
 
2.1.4  ICL修復 
 脊椎動物の ICL修復は S 期において実行され、FAタンパク質に加えて、複製チェックポイ
ント因子、核酸の切り出し(nucleolytic incision)に関与するヌクレアーゼ、損傷乗り越え合成 
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(translesion synthesis; TLS)因子、相同組換え因子など多数の修復タンパク質が協調的に関与
する(Fig.2-4) (Deans and West 2011; Crossan and Patel 2012; Kim and D'Andrea 2012; Roy 
et al. 2012)。複製フォークが ICLと遭遇することで損傷が認識され、複製チェックポイントの
活性化と FAコア複合体による ID複合体のモノユビキチン化がおこなわれる。次いで、SLX4
や XPFなどのヌクレアーゼによる ICL部位の切り出しが起こり、DSBが産生される。クロス
リンクが残存している染色分体は TLS ポリメラーゼにより損傷部位を乗り越えた DNA 合成
が行われる。切り出しにより DSB が生じた染色分体は Rad51 依存的 HR 修復経路により修
復される。Rad51 フィラメントはクロマチンリモデリング因子である Rad54 の補助を受けて
姉妹染色分体に侵入し、それを鋳型として DNA 合成を行う。ID 複合体は USP1-UAF1 デユ
ビキチナーゼ複合体により脱ユビキチン化されてクロマチン上から解離することが判明してい
るが、BRCA2-Rad51 の下流で ICL 誘導性 HR 修復がどのように完結するのかははっきりと
はわかっていない。 
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第 2節 結果 
2.2.1 RecQL5 の ICL修復への関与 
 RecQL5 の細胞内における詳細な機能
を明らかにするために、我々は DT40 
CL18 株を親株として RECQL5 遺伝子
ノックアウト細胞を作製した。ヘリケー
スモチーフIaを含むエキソン3-4領域を
欠失させる破壊用コンストラクトを使用
し(Fig.2-5A)、遺伝子のノックアウトを
RT-PCR により確認した(Fig.2-5B)。以
前に報告したように、RECQL5遺伝子の
欠損は細胞の増殖能に影響を与えなかっ
た(see Fig.2-11C)。 
 RecQL5 の DNA 修復機構への関与を検討するために、RecQL5 破壊株に様々な DNA 損傷
を与え、感受性を調べた。興味深いことに、カンプトテシン(CPT), エトポシド, ヒドロキシウ
レア(HU), X-ray には野生株と同程度の感受性しか示さなかった一方で、CDDP、MMC とい
った DNA クロスリンク剤に高感受性を示すことが判明した(Fig.2-6)。これらの感受性は 
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human RecQL5―FLAGの発現により相補されたことから(Fig.2-7A)、感受性の原因は内因性
の RecQL5 の欠失によるものと示唆される。二次元細胞周期解析により CDDP 処理時の細胞
周期を観察したところ、RECQL5 破壊株では G1 および S 期の細胞の割合が減少し、G2/M
および死細胞の集団である subG1の細胞の割合が増加していた(Fig.2-7B)。さらに、就実大学
薬学部 石井博士のご協力の下で、MMCの存在下ないし非存在下で細胞を培養し、染色体異常
を観察した。MMC 非存在下では野生型と変わらなかったものの、MMC 処理時には野生型の
2 倍程度の染色体異常が観察された(Fig.2-7D; 就実大学 石井裕博士との共同研究)。特に、致
死的な染色体異常である断裂(break)の割合が増加していることから、RECQL5 破壊株では
MMC によるゲノム損傷が強まっていると考えられる。FA タンパク質のような ICL 修復に関
与する因子を欠損すると、MMC 処理時に染色体異常が誘発されることが知られている。これ
らのデータは、RecQL5が ICL修復に関与することを示唆している。 
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2.2.2 ファンコニ貧血経路との関連 
ICL修復はいくつのも修復経路が協調的、段階的にはたらいて行われる複雑な修復機構であ
る。RecQL5 が ICL 修復のどの段階ではたらくのか明らかにするために、ICL 修復に関与す
る修復経路との関連を調べた。最初に、FA 経路との関係を調べるために、FA経路活性化の指
標である FANCD2 のモノユビキチン化の検出をおこなった。FA コア構成因子の一つである
FANCCを欠損すると E3リガーゼである FAコア複合体が正常に形成できず、FANCD2のモ
ノユビキチン化が消失し、FA経路が機能しなくなることが知られている (Kim and D'Andrea 
2012)。FANCC 破壊株においてはMMC損傷後に FANCD2のモノユビキチン化体(FANCD2 
large form; FANCD2-L)が検出されなかったのに対し、RECQL5 破壊株では野生株と同様に
検出された(Fig.2-8A)。さらに、RecQL5が FANCD2のクロマチンリクルートに必要かどうか
調べるために、FANCD2の核内フォーカス形成を観察した。WTと RECQL5 破壊株は両方と
も MMC 誘導性 FANCD2-foci が検出された(Fig.2-8B)。これらの結果は、RecQL5 欠損下に
おいても FA 経路は正常に活性化すること示唆している。続いて、遺伝学的な解析を行うため
に RECQL5/FANCC 二重破壊株を作製した(Fig.2-9A)。RECQL5/FANCC 二重破壊株は 
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FANCC 単独破壊株よりも増殖能が低く、細胞死の割合が高かった(data not shown and 
Fig.2-9B)。CDDP感受性を調べたところ、RECQL5/FANCC 二重破壊株は FANCC単独破壊
株よりも高い感受性を示した(Fig.2-9C)。これらの結果は、RecQL5が FA経路と遺伝学的に別
経路ではたらくことを示唆している。 
 
2.2.3 複製チェックポイント機構との関連 
次に、RecQL5 と複製チェックポイントとの関係を調べることにした。複製チェックポイン
トは FA 経路と独立して活性化し、一方の経路の欠損が他方の活性化に影響を与えないことが
報告されている。実際に、複製チェックポイント因子の一つである Rad17 は、欠損しても
FANCD2のモノユビキチン化にはほぼ影響がないことがわかっている(Shigechi et al. 2012)。
まず、RAD17 破壊株をコントロールとして、複製チェックポイントの活性化の指標である
Chk1のリン酸化について調べることにした。RECQL5 破壊株において、Chk1のリン酸化は
CDDP 処理時に正常に検出された(Fig.2-10A)。続いて、遺伝学的な解析を行うために
33 
 
RECQL5/RAD17 二重破壊株を作製した(Fig.2-10B)。CDDP 感受性を調べたところ、
RECQL5/RAD17 二重破壊株はそれぞれの単独破壊株よりも高い感受性を示した(Fig.2-10C)。
これらの結果は、RecQL5欠損下においても複製チェックポイントは正常に活性化し、RecQL5
は複製チェックポイントと遺伝学的に別経路ではたらく可能性を示唆している。 
 
2.2.4 相同組換え修復経路との関連 1 -BRCA2- 
 FA 経路と非依存的に、Rad51 が ICL 損傷部位にリクルートされる(Long et al. 2011)。
RecQL5と ICL誘導性HR修復の関係を調べるために、我々は二重破壊株を用いた解析を試み
た。RAD51 破壊株は致死であり解析が難しいが、FA 遺伝子の一つとして同定されており
Rad51フィラメントの形成に必要とされるBRCA2/FANCD1 遺伝子の破壊株はnull変異で生
存可能であるため(Sonoda et al. 1998; Qing et al. 2011)、RECQL5/BRCA2二重破壊株を作製
した(Fig.2-11A)。親株はBRCA2-/+株とし、この株は 4-hydroxy tamoxifen (OH-TAM)処理す
ることでMerCreMerリコンビナーゼが活性化し、残存している BRCA2アレルが除去されて
BRCA2-/- null 破壊株となる(Fig.2-11A)(Qing et al. 2011)。リクローニング後、BRCA2 mRNA
が消失した株を選択し、BRCA2-/-株および RECQL5/BRCA2-/-株を得た(Fig.2-11B)。細胞増
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殖能を測定したところ、RECQL5破壊株, BRCA2-/+株, RECQL5/BRCA2-/+株は野生株と同様
の増殖能を示したが、BRCA2-/-株はそれより低い増殖能を示した。また、RECQL5/BRCA2-/-
株は BRCA2-/-と同程度に低い増殖能を示した(Fig.2-11C)。 
 
次に、これらの株におけるRad51の損傷部位への集積を調べるために、細胞免疫染色を用い
て Rad51-fociの観察をおこなった。Rad51-fociは細胞内におけるRad51フィラメント形成の
指標として広く用いられている。野生株とRECQL5破壊株ではMMC 損傷により Rad51-foci
が強く誘導された。一方、BRCA2-/-株では報告通りほとんど誘導されず、RECQL5/BRCA2-/-
株もまた同様であった(Fig.2-12A)。我々は、Rad51のクロマチンへの結合に関してもクロマチ
ン画分を抽出して調べた。野生株と RECQL5破壊株ではMMC損傷によりRad51のクロマチ
ン結合量が増加したが、BRCA2-/-, RECQL5/BRCA2-/-株ではMMC損傷の有無で結合量は変
わらなかった(Fig.2-12B)。これらの結果は、RecQL5 が欠損しても Rad51 の損傷応答的なロ
ーディングは正常であり、そのローディングは RecQL5の有無にかかわらず BRCA2に従うこ
とを示している。続いて、CDDP 感受性に関してエピスタシス解析をおこなったところ、
RECQL5/BRCA2-/+ 株は BRCA2-/+ 株よりも高い感受性を示し、 BRCA2-/- 株と
RECQL5/BRCA2-/-株はBRCA2ヘテロ株よりもさらに高い感受性を示した(Fig.2-12C)。重要
なことに、BRCA2-/-株と RECQL5/BRCA2-/-株の感受性は同程度であり、この点は FANCC
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や Rad17の場合とは明らかに異なる。すなわち、RecQL5の欠損下では Rad51のローディン
グは起こるものの、BRCA2 と遺伝学的に同経路で機能することを示唆する。さらに、これら
の株で ICL誘導性 HRの頻度を調べるために、複製後に生じるHR の最終産物である SCEを
CDDP 有無の条件下で計測した(Sonoda et al. 1999)。RECQL5/BRCA2-/+株において
CDDP-induced SCE の頻度が BRCA2-/+株と比べて増加する傾向が見られた。一方で、
BRCA2-/-, RECQL5/BRCA2-/-株では Spontaneous and CDDP-induced SCEがほとんど誘導
されなかった(Fig.2-12D)。以上の結果をまとめると、RECQL5と BRCA2は ICL修復におい
て遺伝学的にエピスタティック(epistatic)な関係にあり、RecQL5 は BRCA2 に依存して ICL
誘導性 HR修復に関与する可能性が示唆される。 
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2.2.5 相同組換え修復経路との関連 2 -Rad51- 
RECQL5破壊株において、ICL 修復の上流のシグナルである FANCD2のモノユビキチン化、
Chk1のリン酸化および Rad51-foci形成は正常に誘導された。これらのデータは、RecQL5の
欠損は ICL 修復の初期段階に影響を与えないことを表している。そこで、ICL 修復の後期過
程においてRecQL5欠損の影響が生じるかを調べるために、MMC処理後の Rad51-fociの細胞
内動態を観察した(Fig.2-13)。その結果、出現の過程は WT と RecQL5 破壊株において同様の
パターンで誘導された。一方で、消失の過程が RECQL5 破壊株において野生株と比較して遅
延した。このとき、RECQL5 破壊株における Rad51-foci の滞留は 2 通りに解釈できる。1) 
RECQL5 破壊株に ICL ダメージ処理をおこなったとき野生株と比べて DNA 損傷そのものが
増え、その結果としてRad51-fociが多く誘導されている可能性、2) RecQL5は Rad51-fociが
消失していく ICL修復の後期段階で必要となる可能性、の2つである。もし前者であるならば、
RECQL5 破壊株で生じた
DNA 損傷の多くが Rad51
を介したHRで修復される
こ と に な る た め 、
RECQL5/BRCA2 は各単
独破壊株よりも低い増殖能
や高い ICL 感受性を示す
と考えられる。この仮説は
前述の RECQL5/BRCA2
株の表現型と矛盾する
(Fig.2-11,12)。ゆえに、我々
は後者の仮説を支持する。
以上の結果は、RecQL5 が
ICL修復の後期の段階にお
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いて寄与する可能性を示唆している。 
 さらに、我々は RecQL5 と Rad51 の結合が、ICL 修復において重要であるかを調べた。米
国 NIH Wang 博士、Islam 博士らのご協力により、細胞内において RecQL5 との結合を減弱
させる点変異が同定されている(Islam et al. 2012)。RecQL5は BRCv repeat と呼ばれるモチ
ーフを介してRad51と結合し、このモチーフ内に含まれる残基のアラニン置換体であるF666A、
T668A などでは細胞内における Rad51 との結合が減弱する。また、これらの変異型 RecQL5
の精製タンパク質では、試験管内において Rad51 フィラメントを破壊する活性が低下する
(Islam et al. 2012)。なお、これらの変異体でATPase 活性は減弱しない。我々はこの変異体を
RECQL5 破壊株に発現させ、CDDP 感受性が相補できるか感受性試験をおこなった。その結
果、T668A 変異体では CDDP 感受性をほぼ相補できなかった(Fig.2-14A)。これは、RecQL5
が細胞内で ICL 修復において機能する際に、Rad51 との結合が重要であることを示唆する。
加えて、RecQL5 の ATPase 活性の要求性についても検討した。ATPase 活性は DNA ヘリカ
ーゼとしての機能に加え、Rad51フィラメントを壊すアンチリコンビナーゼ活性にも必要であ
ることが示唆されている。RecQL5 のヘリカーゼドメイン内残基のアラニン置換体である
K58R 変異体では、試験管内でのATPase 活性がほぼ完全に消失し、Rad51フィラメント除去
活性も著しく低下するが、一方で Rad51との結合は減弱しない(Garcia et al. 2004; Hu et al. 
2007; Islam et al. 2012)。K58R 変異体発現細胞を用いて CDDP感受性試験をおこなったとこ 
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ろ、感受性はほとんど相補できなかった(Fig.2-14B)。以上の結果は、RecQL5のATPase 活性
もまた ICL修復において必要であることを示唆し、生化学的解析の結果と合わせると、RecQL5
の Rad51 フィラメントを除去する機能が細胞内における ICL 修復において重要である可能性
が考えられる。 
 
2.2.6 相同組換え修復経路との関連 3 -Rad54- 
 HR 修復の Rad51 フィラメント形成以後にはたらく因子として、Rad54 が知られている
(Heyer et al. 2006; Mazin et al. 2010)。RecQL5の HR 修復における後期過程との関連を調べ
るために、我々は RECQL5/RAD54二重破壊株を作製し、遺伝学的解析を試みた。合成致死に
なる可能性を考慮し、human Rad54 の発現を doxycyclin (Dox)添加により抑制できる
RAD54-/- +hRAD54-HA 株を親株として用いた(Fig.2-15A)(Morrison et al. 2000)。RECQL5
遺伝子の両アレルを破壊し、RT-PCRにより RECQL5 mRNA の消失を確認した(Fig.2-15B)。
anti-HAタグ抗体を用いてDox添加後の
hRad54-HA タンパク質の消失をウエス
タンブロッティングにより確認した
(Fig.2-15C)。細胞増殖能を調べたところ、
RECQL5/RAD54二重破壊株は合成致死
とはならなかったが、各単独破壊株より
も低い増殖能を示した(Fig.2-16A)。興味
深いことに、RECQL5/RAD54二重破壊
株は各単独破壊株と比べて非常に強い
CDDP感受性を示した(Fig.2-16B)。この
点は、同じ ICL誘導性 HR修復に関わる
因子であっても、BRCA2 に対して
epistatic な表現型を示したことと大き
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く異なる。さらに、これらの株において Rad51-foci を観察した。注目すべきことに、
RECQL5/RAD54二重破壊株では Spontaneous Rad51-foci が約 60%も誘導されており、各単
独破壊株と比べて相加的な表現型を示している(Fig.2-16C)。MMC-induced Rad51-foci のキネ
ティクスを見たところ、RECQL5/RAD54二重破壊株において消失がより遅れる傾向が観察さ
れた(Fig.2-16D)。以上の結果は、RecQL5 と Rad54 の両方が ICL 誘導性 HR 修復において
Rad51 フィラメントの形成以後にはたらき、並行して Rad51 フィラメントの代謝に寄与する
ことを示唆する。 
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2.2.7 免疫グロブリン遺伝子座における組換え 
 ICL誘導性 HR修復の頻度と多様性を評価するために、我々は免疫グロブリン領域における
組換えについて調べた。DT40細胞では Ig V locusにおいて HRを介した遺伝子改変が恒常的
に起こっており、この組換えは免疫グロブリン遺伝子変換(immunoglobulin gene conversion; 
IgGC)と呼ばれる(Sale 2004; Tang and Martin 2007)。IgGCはV geneの上流に存在する 25
個の pseudo V (ΨV) gene 断片をドナーテンプレートとして使用し、V geneの DNA配列を
HR により組み換えることで抗体の多様性を生み出している(Fig.2-17A)。IgGC 頻度を測定す
るために、免疫グロブリン軽鎖の V 領域(Vλ)にフレームシフト変異(+1 グアニン塩基の挿入)
を持つために表面 IgM (sIgM)を細胞膜表面に発現できないCL18 sublineをアッセイに用いた。
このフレームシフト変異
が除去されると正常に免
疫グロブリンがコードさ
れ、細胞膜表面に sIgM
が発現するようになるが、
これは大半が IgGC によ
りおこなわれる。この
sIgM(-) から  (+) への
復帰(reversion)を sIgM+ 
gain と 呼 び 、
sIgM-positive cell の割
合をフローサイトメトリ
ーを用いて測定すること
で、間接的に IgGC 頻度
を 測 定 で き る 
(Fig.2-17A)。 
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 まず薬剤未処理の条件で野生株と RECQL5破壊株を 30日間培養し、sIgM-positive cell の
割合を測定したところ、両者にはほとんど差がなかった(Fig.2-17B left)。一方で、CDDPの存
在下で細胞を培養し、8日後に sIgM-positive cellの割合を測定したところ、 RECQL5破壊株
のサブクローンの平均が野生株のそれと比較して6.5倍程度に増加していた(Fig.2-17B right)。
これはRECQL5破壊株においてCDDP-induced IgGCが高頻度で生じていることを示唆する。
重要なことは、野生株においては CDDP処理の有無で sIgM(+) gainがほぼ変わらないという
ことである。CDDP-induced sIgM(+) gainは RecQL5を欠損することによって観察された表
現型であり、CDDP 処理によって IgGC が誘発される可能性を示す初めての例である。IgV 
locus において、AIDによるシトシンの脱アミノ化が Spontaneous IgGCを誘発することが知
られている(Arakawa et al. 2002)。CDDP-induced IgGCが AIDに依存して生じるか調べるた
めに、RECQL5/AID 二重破壊株を作製した(Fig.2-18A)。RECQL5/AID 二重破壊株の CDDP
感受性は RECQL5 単独破壊株と変わらなかった(Fig.2-18B)。これらの株で CDDP 処理時の
sIgM(+) gainを調べたところ、RECQL5/AID二重破壊株では sIgM-positive cell の割合がまっ
たく増加しなかった(Fig.2-18C)。このデータは、RecQL5欠損下で観察される CDDP-induced 
IgGCは AIDに依存することを示唆している。 
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次に、RecQL5がHR修復の頻度だけでなく多様性に関与するか調べるために、sIgM-positive 
cellの IgVλ locusのシークエンス解析を試みた。CL18細胞ではCDR1領域に挿入されたグア
ニン 1塩基によりフレームシフトが生じ、免疫グロブリンをコードできなくなっている。この
insertionがIgGCによって除去されることでsIgM(-) to (+) reversionが起こるが(Fig.2-17A)、
この領域とΨV8がΨV genesの中で特に相同性が高い(Buerstedde et al. 1990)。ゆえに、ΨV8
が最も高頻度で IgGC のドナーテンプレートとして使用される。復帰した sIgM-positive 細胞
から V gene をクローニングし、reversion に使用されたドナーテンプレートの内訳を調べるこ
とで、IgGC の多様性を調べることができる。薬剤無処理の場合、野生株と RecQL5 破壊株の
両方ともΨV8の使用率が 100%であった(Fig.2-19 left)。対して、野生株の場合、CDDP存在
下で培養した時は ΨV8以外のドナーの使用が 22.4%に増加した(Fig.2-19 right)。すなわち、
野生株における CDDP-induced IgGC は頻度こそ変わらないものの、使用するドナーのパター
ンは変化するということである。驚くべきことに、RECQL5破壊株の場合、半数以上の 54.3%
が ΨV8以外のドナーを使用しており、多様性が増加していた(Fig.2-19 right)。これらの結果
は、RecQL5 が CDDP-induced IgGC の頻度と多様性の両方を制御することを示唆しており、
RecQL5の欠損時には正確性の低いドナーとの組換えが多発するのかもしれない。 
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第 3節 考察 
2.3.1  RecQL5 の ICL修復における役割 
 今回我々は、RECQL5遺伝子ノックアウト DT40細胞が DNA クロスリンク剤に特異的な高
感受性を示すことを報告した。これは RECQL5 遺伝子に変異を導入したショウジョウバエの
個体が野生株と比較してCDDP感受性が高いという最近の報告とも合致する(Maruyama et al. 
2012)。また、ヒト HeLa 細胞において CDDP 処理時に PCNA と共局在する RecQL5-foci が
形成されるという報告や、ヒト RecQL5がソラレン誘導性クロスリンクダメージに集積すると
いう最近の報告もあり(Kanagaraj et al. 2006; Ramamoorthy et al. 2013)、これらは RecQL5
が ICL修復において種を超えて機能することを強く示唆する。RecQL5は FA コア関連タンパ
ク質のように FANCD2 のモノユビキチン化に関与するのではなく、BRCA2 に依存した ICL
誘導性 HR修復において機能する(第 2節 第 4項)。同様に BRCA2に関連してはたらく FA原
因遺伝子産物として PALB2, Rad51C などが挙げられるが、これらの因子と異なり RecQL5欠
損時でもRad51-fociはダウンレギュレートされず、むしろ消失が遅れて滞留する様子が観察さ
れる(第 2節 第 5項)。これは RecQL5が ICL誘導性 HR 修復において Rad51フィラメント
の形成以後の機能する可能性を示唆する。注目すべきは、多くの ICL 修復に関与する因子(FA
コア複合体やRad51パラログ、Rad54、Mcm8-Mcm9)の欠損時のように ICL-induced HR頻
度が低下するのではなく(Heyer et al. 2006; Nishimura et al. 2012)、RecQL5欠損時にはむし
ろ増加するという点である(Fig.2-12D,17B)。これは RecQL5 の HR を負に制御する機能が、
ICL修復に促進的にはたらくことを示唆している。 
では、ICL repair において、RecQL5 はどのような役割を担うのだろうか？ 近年、アフリ
カツメガエル卵抽出液と ICL plasmidを用いた無細胞実験系により、ICL修復の分子機構が明
らかにされつつある(Raschle et al. 2008; Knipscheer et al. 2009; Long et al. 2011)。彼らは以
下のような、複製に共役した ICL修復のモデルを提唱している。(i) late S-G2 phase において
ICL site に二つの複製フォークが接近して停止する。(ii)ラギング鎖に生じた ssDNA gap に
RPAが結合する。(iii) DNA切断よりも前に、Rad51が ssDNA上にリクルートされる。 
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(iv) ID complexがモノユビキチン化され、ヌクレアーゼにより ICL site が切断される。同時に
損傷を乗り越えた合成がおこなわれる。(v) DSBが生じた染色分体は、直前に合成が完了した
姉妹染色分体を鋳型に HR 修復で修復される。本研究の結果より、RecQL5 は Rad51-フィラ
メントの形成や FANCD2 のモノユビキチン化の後ではたらくと推察される。また、以前の生
化学的解析より、RecQL5 は Rad51-ssDNA フィラメントから Rad51 を解離させる活性を持
つ(Hu et al. 2007)。これらの知見は、RecQL5が細胞内においてRad51-フィラメントの除去
を通じて ICL 誘導性 HR 修復を促進する可能性を強く示唆する(Fig.2-20A)。標的となる
Rad51フィラメントは複数考えられる。一つは、nucleolytic incision 後にクロスリンクが残存
した側の染色分体に残された Rad51-フィラメントであり、これは損傷乗り越え合成の後の
DNA 合成の伸長を阻害する。RecQL5 は余分な Rad51 フィラメントを取り除き、DNA 合成
を促進する役割があるのかもしれない。この点は ICL plasmidの系を用いて今後検討すべきで
ある。もう一つは、切断され DSBが生じた染色分体に形成された 2つのRad51フィラメント
である。一方の Rad51-フィラメントが姉妹鎖に侵入して D-loop 構造を形成した時、他方の
Rad51-フィラメントは不要となる。RecQL5 は、この不要となった Rad51-フィラメントを除
去することで、複雑な組換え中間体の形成を防いでいるのかもしれない(Fig.2-20B)。また、侵
入した側の鎖から用済みのRad51フィラメントを除去し、DNA組換え反応を効率的に進めて
いることも考えられる。特に、RecQL5の欠損により他方の Rad51-フィラメントが活性型のま
ま残ると、second end captureによる double Holliday junction (dHJ)構造の形成や姉妹鎖以
外の相同鎖への侵入を誘発し、修復の効率低下や不適切な組換えが生じると予想される。 
 
2.3.2  RecQL5 と Rad54の Rad51 フィラメントへの異なる作用 
Rad54は Rad51フィラメントの形成以後に HRに関与し、相同鎖侵入や D-loop形成後の分
岐点移動を担う(Heyer et al. 2006; Mazin et al. 2010; Qing et al. 2011)。RAD54破壊株ではこ
れらの機能が損なわれるために HR反応を停止した Rad51フィラメントが蓄積し、Rad51-foci
の増加や HR 修復効率の低下という表現型が現れると考えられる。我々は RECQL5/RAD54
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二重破壊株が相加的な CDDP 感受性を示すこと、および過剰な Rad51-foci の蓄積が観察され
ることを明らかにした(第 2 節 第 5 項)。以前に RECQL5/BRCA2 二重破壊株について述べた
ことと同様に(第 2 節 第 4 項)、BRCA2/RAD54 二重破壊株は BRCA2 単独破壊株と同程度の
増殖能やCDDP感受性を示す(Qing et al. 2011)。ゆえに、RecQL5 and/or Rad54の欠損によ
り生じたRad51-fociの滞留は DNA損傷そのものの増加によるのではないと考えられる。 
ではなぜ、RECQL5/RAD54 二重破壊株はこれほど著しい CDDP 感受性を示すのか？ 
Rad51 フィラメントの機能をいわば正に促進する Rad54 に対し、RecQL5 は除去、いわば負
に制御している。RecQL5と Rad54の両方を欠損すると、形成された Rad51フィラメントは
相同鎖への侵入もできず、また除去されて NHEJ あるいはその他の末端結合修復(e.x. single 
strand annealing)にスイッチすることもできず、HR反応が途中で停止してしまい細胞の生存
にとって重篤な状況となるのかもしれない(Fig.2-21)。興味深いことに、NHEJ 因子の一つで
ある KU70 を欠損した DT40 細胞は野生株と同程度の CDDP 感受性しか示さないのに対し、
RAD54/KU70 二重破壊株は RAD54 単独破壊株以上の CDDP 感受性を示す(Nojima et al. 
2005)。これは、Rad54 の
欠損条件下では、ICL修復
の過程で生じた DSB は一
部 NHEJ で代替されて修
復されている可能性を示唆
する。また、出芽酵母にお
いてRecQL5の機能的なホ
モログである Srs2(後述)と
Rad54 の同時欠損は致死
となり、さらにRad51の変
異を導入することにより致
死性が相補される。この表
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現型は上記に示した考察と良く合致しており、脊椎動物細胞でもRECQL5/RAD54/BRCA2の
三重破壊株を用いてBRCA2単独破壊株と同程度までCDDP感受性が回復するか検討すること
が望ましい。なお、RECQL5/RAD54二重破壊株が薬剤未処理で致死性を示さないのは、高等
真核生物においては Srs2 のオーソログが複数存在し、重複して機能しているからと考えられ
る(後述)。 
 
2.3.3  RecQL5 とその他のアンチリコンビナーゼとのクロストーク 
出芽酵母におけるアンチリコンビナーゼとして Srs2 が知られているが、このヘリカーゼは
RecQL5と同様に試験管内において Rad51フィラメントを除去する活性を持ち、HRを負に制
御している(Karpenshif and Bernstein 2012)。高等真核生物においては Srs2の機能的アナロ
グが複数報告されており、RecQL5 もその一つである。RecQL5 以外に試験管内で
Rad51-ssDNAの結合を解離させる活性を持つ因子として、PARI, BLM, BRIP1/FANCJなど
が報告されている(Bugreev et al. 2007; Sommers et al. 2009; Moldovan et al. 2012)。また、
Rad51-mediated HRを負に制御する因子として Fbh1, RTEL1なども報告されている(Barber 
et al. 2008; Fugger et al. 2009)。例えば、PARIをヒトHeLa細胞でノックダウンするとMMC
に感受性となるが、DT40細胞ではノックアウトすると CPTに感受性となる(Moldovan et al. 
2012)。Fbh1の DT40 破壊株はCPTに感受性を示すが、CDDPに対しては野生株と同程度の
感受性しか示さない(Kohzaki et al. 2007)。これらの結果は DT40細胞において CPT-induced 
damageは PARIと Fbh1が、ICL-induced damageは RecQL5が優先的にはたらく可能性を
示している。さらに、アンチリコンビナーゼ単独欠損の表現型は軽度だが、二重欠損により重
度の表現型を示すケースがある。線虫において rtel-1/RTEL1と rcq-5/RecQL5は合成致死とな
り、両者が欠損するとRad51-fociのレベルが急激に上昇する(Barber et al. 2008)。マウスES
細胞と DT40細胞の両方において、BLMと RecQL5の二重欠損は相加的な SCEの増加を示す
(Wang et al. 2003; Hu et al. 2005; Otsuki et al. 2008)。これらの報告は、アンチリコンビナー
ゼ同士が重複してはたらいていることを強く示唆する。今後の課題として、遺伝子の二重
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and/or 三重破壊細胞を用いてアンチリコンビナーゼ間の遺伝学的相互作用を明らかにするこ
とが重要となるだろう。その上で、DT40細胞は非常に有効なツールとなり得るだろう。 
 
2.3.4  RecQL5 の機能と発がんの関連 
 今回我々は、RecQL5の欠損により CDDP-induced IgGCの donor usageが多様化すること
を明らかにした(Fig.2-19)。この結果は、RecQL5の欠損が HRと関連した DNA一次配列の変
化を誘発することを示した初めての報告であり、RecQL5 は相同性の低い部位との組換えを抑
制することで DNA 組換え修復時の正確性を保証している可能性を示唆する。分子機構の一つ
の可能性として、相同性の低い領域にRad51フィラメントが対合した場合にRecQL5がRad51
フィラメントを壊し、HRを抑制する可能性が考えられる。適切に対合できない Rad51フィラ
メントを RecQL5 が認識し、HR による DNA 合成が進行するよりも先に除去してしまうのか
もしれない。現状、RecQL5 がこの不適切な対合をどのように認識するかは不明だが、不安定
な Rad51フィラメントの構造そのものか、何らかの介在分子が認識因子として存在するのかも
しれない。Ig locusにおいての結果なので注意して議論する必要があるものの、RecQL5によ
る組換えの正確性を保証する性質は Recql5 ノックアウトマウスが高発がん性を示すことと関
連があるかもしれない(Hu et al. 2007; Hu et al. 2010)。 
内因性あるいは外因性の ICL損傷がHRを誘発すると考えると、原因の一つとして内因性の
アルデヒドが挙げられる。近年、マウスや DT40細胞を用いた解析により、FA/BRCA pathway
の因子がホルムアルデヒドやアセトアルデヒドの損傷耐性にはたらくことが報告された
(Ridpath et al. 2007; Langevin et al. 2011; Rosado et al. 2011; Garaycoechea et al. 2012)。こ
れらのアルデヒドは細胞内においても産生され、DNAに対して ICLやDNA-Protein crosslink
などの形で損傷を与えていると思われる。アルデヒドの損傷に対してアルデヒド代謝酵素
(ALDH2)による解毒とFA/BRCA pathwayによるDNA修復が二段構えでDNA変異の蓄積を
防いでいると考えられる。最近、日本人のファンコニ貧血患者 64 例について ALDH2 の遺伝
子型との関連を調べたところ、代謝能力の低い遺伝子多型(GAヘテロ変異、およびAAヘテロ
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変異)を持つファンコニ貧血患者ほど骨髄不全の発症が早いという興味深い報告がなされ(Hira 
et al. 2013)、FA遺伝子と ALDH2の強い遺伝的相互作用が示唆されている。RecQL5もまた
BRCA2依存的HR 修復の過程でアルデヒドダメージの修復に寄与するのかもしれない。実際
に、RECQL5破壊株はアセトアルデヒドに高感受性となる(未発表データ)。ファンコニ貧血の
ような全身性の常染色体劣性遺伝病の場合、仮に CRISPR/Cas9などのゲノム改変技術により
完璧な遺伝子治療が確立したとしても、理論上患者の全細胞の遺伝子を改変せねばならず、事
実上不可能である。よって、根治ではなくがんなどの症状発症をできるだけ遅らせる予防的治
療が次善の策であり、細胞中のアルデヒド濃度を低く保つことで、FA 欠損によるゲノム不安
定化を抑制できるかもしれない。近年、ALDH2の活性化薬としてAlda-1という薬剤が発見さ
れ、代謝能力の低い遺伝子型の ALDH2について機能を活性化させる薬効を持つことが報告さ
れている(Chen et al. 2008)。また、この薬剤はマウスに投与可能な濃度で薬効を示す。Alda-1
を用いた遺伝性疾患の予防的治療に向けたアプローチもまた、今後検討すべき課題である。 
 DT40 細胞を用いた系統的な解析により、細胞内において RecQL5 が ICL 誘導性 HR の頻
度と質を制御してゲノム不安定化を抑制することを示した。RECQL5には対応するヒト遺伝病
が存在しないが、RecQL5の loss of functionに由来する RecQ関連症候群 (ex. ブルーム症候
群)あるいはファンコニ貧血様の遺伝性疾患が存在してもおかしくないだろう。一方で、プラチ
ナ製剤の一つであるカルボプラチンに耐性化した中皮腫において、RecQL5 の発現が上昇して
いるとの報告もある(Roe et al. 2012)。これは、プラチナ製剤の耐性化機構にRecQL5が ICL 修
復効率の促進を通して関与する可能性を示唆し、RecQL5 の発現をダウンレギュレートするこ
とで耐性化に対抗できるかもしれない。本研究で得られた成果は、RecQL5および ICL修復に
関連したゲノム安定性維持機構の理解を促し、将来的には遺伝性疾患の原因解明と新規治療法
の確立に向けた基盤となるだろう。 
  
50 
 
第 3 章 複製フォーク複合体構成因子 Tipin のカンプトテシン毒性防
御機構における機能の解析 
 
第 1節 序論 
3.1.1 複製フォーク複合体 -DNA複製の必須因子と非必須因子- 
真核細胞では、DNA ポリメラーゼを含む DNA複製フォーク複合体の協調的な働きにより、
正確な DNA複製が保証されている(Branzei and Foiani 2010; Errico and Costanzo 2010)。
MCM2-7 ヘテロ六量体は複製フォークの前方に位置し、Cdc45, GINS などの複製因子と相互
作用して二本鎖 DNA を一本鎖 DNA に開裂する働きを持つ。開裂した DNA を鋳型とし、リ
ーディング鎖の合成を pol ε、ラギング鎖の合成を pol δ および pol αがおこなう。PCNAクラ
ンプはDNAポリメラーゼの活性を促進する。これらの因子はDNA複製に必須の因子であり、
酵母からヒトまで広く保存されている。一方、複製フォークの進行に必須ではないものの、複
製フォークの効率の良い進行に関わる因子も存在する。出芽酵母におけるTof1、Csm3、Mrc1(こ
れらは分裂酵母においてそれぞれ Swi1, Swi3, Mrc1としても知られている)は細胞の生存に必
須ではないが、複製フォークの安定化への関与が示唆されている(Errico and Costanzo 2010; 
Leman and Noguchi 2012; Aze et al. 2013)。これらの因子は複製フォークとともに染色体上を
移動し、複製障害に遭遇した複製フォークを安定に停止させ、保護する役割が報告されている。
Tof1, Csm3, Mrc1の脊椎動物細胞におけるオーソログとして Timeless (Tim), Tipin, Claspin
が知られている。脊椎動物細胞におけるこれらの因子は複製チェックポイントの活性化や、姉
妹染色分体の接着の確立にも寄与している(Kemp et al. 2010; Leman et al. 2010)。特に、
Tim/Tof1 と Tipin/Csm3 は緊密なヘテロ複合体(fork protection complex)を形成し、
Claspin/Mrc1と一部機能を重複するものの別な役割も持つと考えられている。 
 
3.1.2  Top1 とその阻害剤 
トポイソメラーゼ I (Top1)は、MCM ヘリカーゼによる二本鎖 DNA の開裂に伴って複製フ
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ォークの前方に生じるトポロジカルストレスを解消する役割を持つ(Pommier 2006; Pommier 
et al. 2006; Tomicic and Kaina 2013)。Top1はねじれを解消する際に DNA鎖のホスホジエス
テル結合を切断し、DNAと一時的に共有結合して Top1-cleavage complex (Top1-cc)と呼ばれ
る複合体を形成する。Top1-ccの形成は可逆的であり、Top1と共有結合していない DNA 鎖の
-OH 基による求核攻撃を受け、Top1 と DNA の共有結合が解消されて DNA が再結合される。
よって、この際の DNA鎖の連結は DNAリガーゼを必要としない。以上の性質より、Top1も
また複製フォークの正常な進行に必要である。 
Top1 の阻害剤の一つとしてカンプトテシン(CPT)が知られている(Pommier 2009; Tomicic 
and Kaina 2013)。CPTは Top1-ccに水素結合し、Top1のクロマチンからの離脱を阻害して滞
留させるとともに DNA の再結合を妨げ、DNA複製や転写をブロックすることで細胞毒性を発
揮する。CPT存在下で生じ得る複製フォークと Top1-ccの衝突(collision)は DNA二本鎖切断末
端(DSB-end)の露出を引き起こす。CPT誘導性 DSBは Rad51および BRCA2を介したHR修
復により主に修復される(Arnaudeau et al. 2000)。カンプトテシンそのものは毒性が強すぎる
ため、誘導体のイリノテカンが抗がん剤として使用されている。 
 
3.1.3  TIPIN遺伝子破壊株の CPT高感受性 
DNA 複製因子は細胞の増殖に関与するという重要性から、遺伝子破壊により細胞レベルで
の生存は可能であっても、ノックアウトマウスは致死となる可能性が高いと考えられる。実際
に、DNA 複製因子のノックアウトマウス樹立の報告はなく、脊椎動物における機能解析はも
っぱら siRNA を用いたノックダウンか、あるいはアフリカツメガエル卵抽出液などを用いた
試験管内の生化学的実験によるものであった。しかし、RNAi や抗体を用いた免疫除去では標
的タンパク質を完全になくすことはできず、望みの表現型が得られなかったり曖昧であったり
するケースが多かった。当研究室では、ノックアウトマウスの作製が困難な DNA 複製因子に
ついて脊椎動物のノックアウト細胞を樹立し網羅的な解析を行うべく、DT40 細胞を用いて
DNA 複製因子の遺伝子破壊株を作製するプロジェクトが開始された。これまでに、CLASPIN、
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SSRP1、TIPINの遺伝子破壊株を樹立し、その他の株も随時作製を進めている。期待した通り、
CLASPIN および SSRP1 の遺伝子破壊株ではヒト細胞のノックダウン系やアフリカツメガエ
ル卵抽出液の免疫除去系では得られなかった明確な表現型が観察された(Abe et al. 2011a; 
Yoshimura et al. 2011)。同様に、TIPIN 遺伝子破壊細胞に関しても以下のように多くの知見
が得られた。 
 TIPIN 破壊株は生存可能ではあるものの、増殖能が著しく低下していた。増殖能低下の原因
は S期進行の遅延と死細胞の増加による可能性が示唆された。次に、様々な薬剤を用いて細胞
に複製ストレスを与えて感受性を評価したところ、TIPIN 破壊株はCPTに著しい感受性を示
した(Fig.3-1)。重要なことに、TIPIN 破壊株における CPT 感受性は chTipin―FLAG の発現
により相補された(Fig.3-1A)。この結果は、CPT 感受性は内因性の Tipin の欠損によって引き
起こされていることを示している。さらに、dNTP プール枯渇剤であるハイドロキシウレア
(HU)、DNAポリメラーゼ阻害剤であるアフィジコリン(APH)、DNA アルキル化剤であるメチ
ルメタンスルフォネート(MMS)には中程度の感受性を示したものの(Fig.3-1D,E,F)、CPTほど
著しい感受性ではなかった(以上、当研究室修士課程修了 樋口修論より引用)。一方、トポイソ 
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メラーゼ II (Top2)の阻害剤であるエトポシドや PARP の阻害剤であるオラパリブには明確な
感受性を示さなかった(Fig.3-1B,C)。これらの結果は、Tipin がとりわけ CPT ダメージへの損
傷耐性機構に関与する可能性を示唆している。 
実際に、Tipin の結合パートナーである Timeless の出芽酵母オーソログ Tof1 は、試験管内
において I 型トポイソメラーゼである Top1 との相互作用因子が報告されている(Park and 
Sternglanz 1999)。また、我々の研究と並行して、分裂酵母における Tipin オーソログ Swi3
の変異体がCPTに高感受性を示すという報告もなされた(Rapp et al. 2010)。しかし、高等真
核生物におけるCPTダメージと複製フォークの機能的関連は未だ不明な点が多い。本章では、
CPT毒性に対する細胞内防御機構において、Tipin がどのように機能するのかを解析した。 
 
第 2節 結果 
3.2.1  CPT処理時のDSB末端の露出 
我々は Tipin と CPT ダメージへの損傷耐性
機構の関係に着目して研究を進めた。まず、
CPT 処理時における H2AX のリン酸化
(γH2AX)の検出をおこなった。γH2AX は複製
ストレスおよび DSB の指標として知られてい
る(Ray Chaudhuri et al. 2012)。TIPIN 破壊株
において、薬剤無処理と CPT 存在下両方の状
態で野生株よりも高いレベルの γH2AX が検出
された(Fig.3-2A)。厳密な評価を行うために、
DSB-end の露出が増加しているかどうかを
TUNEL アッセイにより測定した。これは末端デオキリボヌクレオチド転移酵素(terminal 
deoxyribonucleotide transferase; TdT)の性質を利用した DNA 切断末端の定量法である。TdT
は DNA鎖の末端に dNTPを付加する活性を持つ鋳型非依存的な DNA合成酵素である。固定
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した細胞を TdTおよび Cy3標識した dCTPでインキュベートし、フローサイトメトリーによ
って赤色蛍光を検出することで各サンプルの DSB-end の量を測定した。注意すべきことに、
DSB-endは CPT処理時の複製フォークと Top1-ccの衝突のみならず、細胞がアポトーシスし
た時も核の断片化により大量に生じ得る(第 4 章参照)。アポトーシスによる影響を除くため、
細胞をカスパーゼの広域阻害剤である Z-VAD-fmkで前処理後、CPT処理して細胞を回収した。
その結果、TIPIN 破壊株において Z-VAD-fmk 存在下であっても CPT 処理した場合に
TUNEL-positive cells の増加が観察された(Fig.3-2B)。なお、今回の Z-VAD-fmk の処理条件
で DT40細胞においてアポトーシスが抑制されることは以前の報告で確認している(Abe et al. 
2008)。以上の結果より、CPT 処理した TIPIN 破壊株では、野生株よりはるかに多くの
DSB-endが存在していることが示唆された。 
 
3.2.2  CPT処理時のDNA損傷応答 
TIPIN 破壊株において DSB-endが多量に検出される原因は、1) DSB 修復が正常にはたら
かず、損傷が残存している、2) 複製フォークと Top1-ccが高頻度で衝突し、損傷が多く産生さ
れている、という二つの可能性が考えられる。我々はまず、第一の可能性を検討した。CPTに
よって生じた DNAダメージは、主に Rad51を介するHR修復により修復されることが知られ
ている。TIPIN 破壊株において HR 経路が正常に活性化するか調べるために、Rad51 のフォ
ーカス形成能を観察した(Fig.3-3A)。CPT 処理時において、TIPIN 欠損下でも Rad51-foci が
観察された。この結果は、TIPIN 破壊株において HR 修復経路が正常に活性化している可能
性を示唆する。 
TipinはHU、APHおよび紫外線処理時における複製チェックポイントの活性化に必要であ
ると多数報告されている(Errico et al. 2007; Gotter et al. 2007; Unsal-Kacmaz et al. 2007; 
Yoshizawa-Sugata and Masai 2007; Kemp et al. 2010)。また、複製チェックポイントの主要
因子Chk1の阻害剤である UCN-01を細胞に処理するとCPT感受性が増加するという報告も
ある(Sorensen et al. 2005)。TIPIN 破壊株の CPT感受性の原因がChk1を介した複製チェッ
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クポイント機構の欠損に
よるものか調べるために、
複製チェックポイント関
連因子の破壊株を用いて
感受性の比較実験をおこ
なった。TIPIN 破壊株が
高感受性を示す条件で比
較したところ、RAD17
および CHK1 破壊株の
どちらもこの条件下では
明確な感受性を示さなか
った(Fig.3-3B)。続いて、
複製チェックポイント活
性化の指標である Chk1
のリン酸化を調べた。野
生株およびRAD17 破壊
株では、わずかな Chk1
のリン酸化が検出された(Fig.3-3C)。驚くべきことに、Tipin が複製チェックポイントの活性化
に関わるという報告に反して、TIPIN 破壊株ではむしろ Chk1のリン酸化レベルの増強が観察
された。これらの結果は、少なくとも CPT 処理時において Tipin は複製チェックポイントの
活性化に必須ではなく、複製チェックポイントの欠損は今回の条件下での CPT 感受性に大き
な影響を与えないようである。TIPIN 破壊株において CPT処理時に Rad51-fociおよび Chk1
のリン酸化が高いレベルで観察されるのは、細胞内の DNA 損傷量の多寡を反映しているのか
もしれない。以上をまとめると、TIPIN 破壊株における CPT感受性の原因は、DSB修復機構
の機能不全とは異なる原因によるものであることが示唆された。 
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3.2.3  CPT処理時のTop1 の挙動 
次に、我々は複製フォークと Top1-ccが高頻度で衝突している可能性について検討した。CPT
は Top1 をクロマチン上に停滞させることで機能を阻害するだけでなく、複製フォーク進行の
障害物とすることで細胞毒性を発揮する薬剤である。また、複製フォークと衝突した Top1-cc
は以下のようなプロセシングを受けることが報告されている(Lin et al. 2009; Tomicic and 
Kaina 2013)。1) ポリユビキチン化を受け、26Sプロテアソーム依存的に部分的に分解される、
2) DNA末端に残存した Top1ペプチドは TDP1依存的に除去される、3) リーディング鎖側が
再結合されないまま露出し、DSB-endとなる、4) HR 経路により露出した DSB-endが修復さ
れる。ゆえに、複製フォークと Top1-ccの衝突頻度が増えているならば、Top1のプロテアソー
ム依存的分解が観察されると考えられる。この点を検討するために、細胞成分分画を行いトー
タルおよびクロマチン画分の抽出液を調製し、ウエスタンブロッティングにより Top1 を検出
した(Fig.3-4A)。クロマチン画分において、野生株では CPT処理後 Top1のクロマチン上への
蓄積が観察されており、これは Top1-ccの形成を反映していると考えられる。一方、TIPIN 破
壊株では CPT 処理時のクロマチン画分において、より低分子側に新たなバンドが出現した。
この低分子側のバンドは CPT 非存在下やトータル画分においてもわずかに検出された。この
結果より、CPT 処理により TIPIN 破壊株において Top1 のプロテアソーム依存的な分解が生
じている可能性が示唆された。この点を検証するために、細胞をプロテアソームの阻害剤であ
る MG132 とラクタシスチン(LCT)で処理した。その結果、プロテアソーム阻害剤を処理した
TIPIN 破壊株では、CPT 処理のみの場合と比較して低分子側のバンド強度が減弱した
(Fig.3-4B,C)。これは低分子側のバンドがプロテアソーム依存的な Top1分解産物を反映してい
る可能性を示唆し、TIPIN 破壊株では今回の条件下で野生株では生じない Top1の急速な分解
が起きていると考えられる。 
CPTの毒性から細胞を守るために、複製フォークとその前方に生じた Top1-ccとの衝突は極
力回避せねばならない。複製フォークの進行を一時的に停止させれば衝突頻度を減らせると考
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えられるため、TIPIN 破壊株におけるCPT感受性が衝突頻度の増加によるものならば、複製
フォークの一時停止により抑制されると期待される。よって、DNA ポリメラーゼの阻害剤で
あるAPHをあらかじめ処理したときのCPT感受性を評価した。APHの作用は可逆的であり、
洗浄して培地から取り除くことで複製フォークは進行を再開できる。期待通りに、APH前処理
により、TIPIN 破壊株における CPT感受性が抑制された(Fig.3-4D)。さらに、APH 処理によ
り Top1の分解もまた抑制された(Fig.3-4E)。これらの結果は、複製フォークと Top1-ccの高頻
度の衝突が TIPIN 破壊株における著しいCPT感受性を引き起こす可能性を示唆している。 
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3.2.4  CPT存在下におけるDNA合成 
CPT 存在下の TIPIN 破壊株では DNA 合成に影響が生じていると考えられる。この点を調
べるために、チミジン類似体である BrdUを細胞に短時間取り込ませ、PI染色との二次元解析
を行い、CPT 処理時の細胞周期の進行をモニタリングした(Fig.3-5A)。この方法により、S 期
を明確に区別して細胞周期を観察することができる。野生株において、CPT処理により S期の
細胞の割合が減り、G2/M期の細胞の割合が増加する傾向が観察された(Fig.3-5B)。一方、TIPIN 
破壊株は薬剤無処理の状態で S期の細胞の割合の低下が観察されたものの、CPT処理によりそ
の割合は大きく変化しなかった。しかし、二次元表示した細胞周期のパターンに大きな変化が
生じ、TIPIN 破壊株においては S 期中の BrdU 取り込み量が著しく低下していることが明ら
かとなった(Fig.3-5C)。これらの結果は、TIPIN 破壊株は CPT 処理時における S 期の進行に
野生株よりも大きな異常が生じ、DNA合成が正常に行えていない可能性を示唆する。 
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3.2.5  CPT存在下におけるDNA複製フォークの進行 
CPT存在下でのDNA合成
量の低下は、DNA 複製の開
始頻度が低下した場合と伸長
距離が低下した場合が考えら
れる。TIPIN 破壊株における
DNA 複製伸長の影響を調べ
るために、DNA ファイバー
アッセイを実施した。これは、
チミジン類似体である CldU
と IdU を細胞に短時間取り
込ませ、ラベルされた DNA
複製領域をそれぞれに特異的
な抗体で染めることで、DNA
複製フォークの進行を可視化
す る ア ッ セ イ で あ る
(Fig.3-6A)。また、進行中の複製フォークのみを計測するために二重染色を行っている。まず
CldU/IdU=10 min/10 min の条件で取り込ませ、DNA 複製フォークの伸長速度(fork rate)を測
定した。その結果、TIPIN 破壊株における DNA 複製フォークの伸長速度は、野生型のおよそ
半分になることが明らかとなった(Fig.3-6B,C)。この結果は、Tipin は CPT 非存在下でも複製
フォークの正常な進行の維持に必要であることを示唆している。 
次に、CPT存在下での DNA 複製伸長について解析した。CldU を取り込ませたのち、CPT
存在下で IdUを取り込ませ、CldU/IdU ratio でCPT存在下での DNA複製伸長の能力を評価
する方法が以前に報告されている(Sugimura et al. 2008)。このとき、CPTの影響で複製伸長
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能力が低下すると、CldU/IdU ratioは 1よりも大きい数値を示すことになる(Fig.3-7A, B)。こ
こで注意すべき点として、TIPIN 破壊株における複製フォークの進行速度は野生株の半分程度
である(Fig.3-6C)。IdU を野生株と TIPIN 破壊株で同時間取り込ませた場合、TIPIN 破壊株
における複製フォークの進行距離は野生型の半分程度となり、Top1-cc と複製フォークが遭遇
する確率(encounter rate)は TIPIN 破壊株の方が低くなると考えられ、CPT処理による影響が
小さくなる恐れがある。この問題を解消するために、野生株でのCldU/IdU の取り込み時間を
20 min/20 minと設定したのに対し、TIPIN 破壊株では40 min/40 minと設定した(Fig.3-7A)。
興味深いことに、TIPIN 破壊株では野生型と比較して CPT 存在下で CldU/IdU ratio のより
高値側へのシフトが観察された(Fig.3-7C)。慎重を期すために、我々は野生株において
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CldU/IdUの取り込み時間を 40 min/40 min と設定した条件でもアッセイをおこなったが、こ
の場合も TIPIN 破壊株のような高値側へのシフトは観察されなかった(data not shown)。以上
の結果は、TIPIN 破壊株において CPT 存在下で DNA 複製フォークの進行距離が低下するこ
とを示している。 
 
第 3節 考察 
TIPIN 破壊株は CPT に特に強い感受性を示したが(Fig.3-1A)、これは分裂酵母における
Swi3の変異株の報告と合致する。一方、Top2阻害剤であるエトポシドにはまったく感受性を
示さないため(Fig.3-1B)、トポイソメラーゼの中でも Top1との関連が示唆される。また、CPT
ダメージはRad51およびBRCA2などのRad51メディエーターが関与するHRにより修復さ
れるが、BRCA2をはじめとしたHR関連因子の欠損細胞は PARP阻害剤であるオラパリブに
も強烈な感受性を示す(Qing et al. 2011; Roy et al. 2012)。しかし、TIPIN 破壊株はオラパリ
ブにほとんど感受性を示さない(Fig.3-1C)。TIPIN 破壊株において CPT-induced Rad51-foci
が観察されたことと合わせても(Fig.3-3A)、CPT感受性の原因はHR 修復の機能欠損ではない
ようである。同様に、Tim-Tipin 複合体はHU処理時の複製チェックポイントの活性化を促進
するはたらきが報告されているが(Kemp et al. 2010)、CPT処理時の複製チェックポイントの
活性化には不要であった(Fig.3-3C)。Tim のノックダウンにより Chk1 のリン酸化がむしろ増
強したという報告もあるため(Smith et al. 2009)、Tim-Tipin 複合体は必ずしも複製チェックポ
イントの活性化に必要ではないのかもしれない。 
一方、TIPIN 破壊株において CPT 処理時に Top1 の分解が観察された(Fig.3-4)。「Top1 の
分解は複製フォークとの衝突で生じ得る」という報告を考慮すると、TIPIN 破壊株では野生株
よりも高頻度で衝突が生じていると考えられる。CPT処理時 TIPIN 破壊株において DSB-end
の露出が増加すること、および DNA 複製フォークの進行距離が低下することを合わせると、
CPT 感受性の原因は次のようにまとめられる(Fig.3-8)。1) Tipin を欠損した複製フォークは
CPT処理時に Top1-ccと高頻度で衝突し、DSB 末端を大量に産生する、2) 同時に複製フォ  ー
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クの崩壊(collapse)を招くため、それ以上の DNA複製伸長が不可能になる、3) 多量の DSBと
多数の DNA 複製フォークの崩壊により細胞はゲノム安定性を維持できなくなり、アポトーシ
スへ向かう。したがって、Tipin には複製フォークと Top1のクロマチン上での衝突を防ぐ機能
があると考えられる。今回はその具体的な分子機構まで迫ることができなかったが、考察する
上で重要な知見が酵母を用いた研究より得られている。出芽酵母において、Tim-Tipin の相同
分子の欠損により、複製フォークが異常な進行を示す(Katou et al. 2003)。また、分裂酵母に
おいて、Tim-Tipin の相同分子の欠損細胞が複製ストレスを受けた時、複製フォークのリスタ
ートができなくなる(Rapp et al. 2010)。これらの結果は、酵母における Tim-Tipinには複製フ
ォークを一時的に進行停止させ、崩壊から保護し、再度進行を開始させる機能があることを示
唆する。脊椎動物における Tim-Tipinもまた、複製フォークが複製障害と遭遇した際に、一時
的に停止させ衝突から護る機能があるのかもしれない。CPTによる Top1-ccの滞留は水素結合
による可逆的なものであるため、CPTが遊離または不活化し Top1がクロマチン上から離脱す
るか、あるいは Top1-ccがMus81や XPFなどのエンドヌクレアーゼによって切り出され除去
されれば、複製フォークの進行を再開できると考えられる。一方、TIPIN 破壊株では複製フォ
ーク前方に Top1-cc のような障害物があっても安定な停止がおこなえず、複製フォークと
Top1-ccの衝突が起こるのかもしれない。 
Top1-ccと複製フォークとの衝突はCPT非存在下であっても細胞内で起こり得る現象であり、
それを回避する機構は Tipin が持つ生理的機能なのかもしれない。MMS のような本来細胞内
に存在しない化学物質よりも、細胞内に元から存在し得る Top1-cc の形成を増強する CPT に
TIPIN 破壊株が高感受性を示すという結果も、Tipinというタンパク質のより生理的な側面を
捉えている可能性が考えられる。 
Tim-Tipin 複合体には、細胞内において Tim か Tipin のどちらかを siRNA により発現抑制
すると、他方のタンパク質量も減弱するという興味深い性質がある(Chou and Elledge 2006; 
Unsal-Kacmaz et al. 2007; Kemp et al. 2010)。これは Timおよび Tipinは単量体では存在で
きず、Tim-Tipin 複合体として存在することで相互に安定化し合っている可能性を示唆する。
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Tim と Tipin の相互作用をブロックするタンパク質-タンパク質相互作用の阻害剤は、CPT 誘
導体イリノテカンなどの抗がん剤の作用を増強する新たな創薬ターゲットとして有用かもしれ
ない。 
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第 4 章 SNM ヌクレアーゼのエトポシド誘導性アポトーシスへの関
与の検討 
 
第 1節 序論 
4.1.1 DNA損傷により誘導されるアポトーシス 
アポトーシス(apoptosis)は本来、形態学的な細胞死の分類の一つである。ミトコンドリア膜
電位の低下、チトクロム c の放出、カスパーゼの活性化、核の凝集化と断片化などのプロセス
を経て細胞が細かく断片化されて死滅する(Degterev and Yuan 2008; Vucic et al. 2011)。膨潤
して破裂し炎症を引き起こす細胞死であるネクローシス(necrosis)と形態学的に区別するため
に提唱され、のちに一般的には、アポトーシスは「プログラムされた細胞死(programmed cell 
death; PCD)」を指すこととなる。おたまじゃくしの尻尾の消失にみられるアポトーシスから
DNA や小胞体などに傷害を受けた細胞が起こすアポトーシスまで様々なアポトーシスが存在
し、関わるタンパク質や経路はそれぞれ大きく異なる。ここでは本研究に関連の深い DNA 損
傷から引き起こされるアポトーシスについて述べる。 
細胞内で DNA 損傷が生じた際、チェックポイント機構が活性化して細胞周期の進行を停止
させる。その間に DNA 損傷の修復が行なわれ、細胞は生存の方向に向かう。しかし、細胞の
DNA 修復能を上回る多量なダメージが加わると、アポトーシス機構によって速やかに核の凝
集、細胞の断片化が起こり細胞は自殺する。このような DNA 損傷により誘導されるアポトー
シスにおいて中心的な役割を果たすと考えられているのが p53 である(Meulmeester and 
Jochemsen 2008)。p53 は通常時MDM2 と結合し、ポリユビキチン化されてプロテアソーム
依存的な分解を受けるため、細胞内では非常に低いレベルで存在している。一方、DNA 損傷
により Ser15 や Ser20 がリン酸化されると MDM2 との結合が阻害され、活性化することが
知られている(Vucic et al. 2011)。p53 は転写因子として CDK inhibitorである p21 の転写を
誘導し、CDK2 の機能を抑制することによって S 期への進行を阻害し、細胞周期を G1 期に
停止させる役割を持つ。 
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対して、細胞の修復能を上回る多量の損傷が加わると、p53 の Ser46 のリン酸化を介して、
ミトコンドリアの膜電位が変化し、アポトーシスが誘導される(Oda et al. 2000)。また p53 は
細胞膜表面に存在し、アポトーシスシグナルを伝える Fasなどのデスレセプターやミトコンド
リア介したアポトーシスに関わるBcl-2 ファミリー遺伝子の発現を亢進することによりアポト
ーシスを誘導する(Villunger et al. 2003)。この一連の p53 によるアポトーシス誘導機能が、が
ん抑制遺伝子としての p53 の機能の本体であると考えられている。このように p53 を中心と
したアポトーシス誘導機構の研究は発展したものの、アポトーシスのすべてが p53 に依存する
わけではない。実際、p53 が機能を失った多くのがん細胞でもアポトーシスは程度の差こそあ
れ誘導される。これまでのアポトーシス研究では p53 やその周辺タンパク質の解析を中心とし
て進展したが、逆に、p53 非依存的にアポトーシスを誘導する分子やそのメカニズムは現状ほ
とんどわかっていない。 
 
4.1.2 DSB誘導性アポトーシスの実行因子 
当研究室では、DNA 修復因子が損傷の認識を行うと同時にアポトーシスの制御も担うとい
う仮説を立て、DSB 修復遺伝子の破壊株を用いて各因子のアポトーシスへの関与を検討した。
実験系として100 µMという非常に高濃度のエトポシドで各遺伝子のDT40 破壊株を短時間処
理し、速やかにアポトーシスが誘導されるか否かを調べた。結果として、NHEJ に関与する
DNA-PK複合体(DNA-PKcs, KU70, KU80)および Artemisがエトポシド誘導性アポトーシス
の実行に必要であることを発見し、以前に報告した(Abe et al. 2008)。また、阻害剤を用いた
解析から DNA-PKcs のキナーゼ活性が重要であることも示した。エトポシドのみならずカン
プトテシンや放射線などでも同様の表現型が得られることから、エトポシドに限定された機能
ではなくDSB誘導性アポトーシスにおいて広く寄与すると考えられる。のちに、ヒトArtemis
が DNA-PK依存的にアポトーシス時のクロマチンにリクルートされ、アポトーシス時の DNA
の高分子量(high molecular weight; HMW)断片化に関与することが報告され(Britton et al. 
2009)、我々の研究結果と合致した。しかし、NHEJの下流ではたらく XRCC4、Lig IV、XLF
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はどれもエトポシド誘導性アポトーシスにまったく関与しないため、NHEJ 因子のすべてが
DNA 損傷によるアポトーシスに促進的に関与するわけではないようである。DNA ラダーとし
て観察が可能なヌクレオソーム単位での低分子量(low molecular weight; LMW)断片化はカス
パーゼにより活性化する DNaseの一種である CADが担うが(Samejima et al. 2001)、HMW
断片化に関しては未だ不明な点も多く、実行因子も完全にはわかっていない。 
 
4.1.3 SNMヌクレアーゼファミリ  ー
 SNM ヌクレアーゼファミリーは、出芽酵母 SNM1/PSO2 と相同なヌクレアーゼドメイン
(SNM1 ドメイン ) を持つ因子群である (Yan et al. 2010) 。 SNM1 ドメインは
metallo-beta-lactamase (MBL)ドメインと beta-CPSF-ARTEMIS-SNM1-PSO2 (β-CASP)ド
メインの二つで構成されている。脊椎動物細胞ではSNM1A、Apollo/SNM1B、Artemis/SNM1C、
ELAC2、CPSF73 の 5 つが知られており、このうち DNA ヌクレアーゼとしてはたらくのは
SNM1A-Cの 3つである。SNM1は出芽酵母における ICL修復への関与が示唆されているが、
脊椎動物でもSNM1AおよびApolloが ICL修復へ関与することが報告されている(Ishiai et al. 
2004)。Apollo はテロメアの維持における機能も知られている(Lenain et al. 2006; van 
Overbeek and de Lange 2006)。一方、ArtemisはNHEJに関与し、DSB修復や V(D)J組換
えに寄与する(Ma et al. 2002)。 
 
第 2節 結果 
4.2.1 SNMヌクレアーゼのエトポシド誘導性アポトーシスへの関与 
 我々は DNA-PK および Artemis 以外のエトポシド誘導性アポトーシスの実行因子を探索し
た。アポトーシスにおいて Artemis は DNA-PK の下流ではたらくものの、その触媒サブユニ
ットである DNA-PKcs と比較して Artemis を欠損した細胞の表現型は弱かった(Abe et al. 
2008)。我々は、「Artemis の他に何らかの DNA ヌクレアーゼがこの経路において機能し、
Artemisと協調してHMW断片化を担うのではないか」という仮説を立てた。この候補として、
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Artemisと同様のヌクレアーゼファミリーに属する DNAヌクレアーゼである SNM1A と 
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Apollo、KU との結合が
報告されている APLF、
HR 修復の削り込み段階
で機能するヌクレアーゼ
であるMRE11について
MTT アッセイ(100 µM, 
1 h)を用いてエトポシド
誘導性アポトーシスへの関与を調べた(Fig.4-1A)。すると、SNM1A はわずかに、Apollo は
Artemisと同程度にアポトーシスへの関与が示唆された(Fig.4-1B)。DNA 断片化の有無につい
て TUNEL アッセイを用いて検出したところ、MTT アッセイの場合と同様の傾向が得られた
(Fig.4-1C)。さらに、アポトーシスの特徴であるミトコンドリアの膜電位の消失についても調
べたところ、SNM1A-C 破壊株で膜電位消失の遅延が観察された(Fig.4-1D,E)。加えて、
SNM1Aおよび APOLLO破壊株について、アポトーシス誘導時にカスパーゼ依存的に切断さ 
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れることが知られている LaminB1 の挙動をウエスタンブロッティング検出したところ、両方
の株において LaminB1 の分解が抑制されていた(Fig.4-2)。以上の結果は、Artemis だけでな
く SNM1A、Apollo もまた、エトポシド誘導性アポトーシスにおいて機能することを示唆して
いる。より表現型を見やすくするために、エトポシドの濃度を 10 分の 1 の 10 µM まで下げ
(Fig.4-3A)、代わりに処理を 6時間とする条件を設定した。この条件でMTTアッセイを行うと
APOLLO および ARTEMIS 破壊株においても、ある程度アポトーシスの進行が見られた
(Fig.4-3B)。しかし、野生株と比較するとアポトーシス能は低下しており、一方で DNA-PKCS 
破壊株はこの条件においても強いアポトーシス耐性を示した。さらに TUNELアッセイをおこ
なったところ、SNM1A-C 破壊株では DNA 断片化の遅延が観察された(Fig.4-3C)。したがっ
て、3 つの SNM ヌクレアーゼは欠損によりアポトーシスにおける DNA 断片化の効率が低下
する可能性が示唆された。 
 
4.2.2 SNMヌクレアーゼ三重破壊株を用いた解析 
 我々は、SNM ヌクレアーゼ三者が協調的に DNA 断片化に関与する可能性を考えた。各単
独破壊株ではマイルドな表現型であるが三重遺伝子破壊細胞ならば、DNA-PKCS 破壊株に匹
敵するアポトーシス耐性となるのではないかと期待された。京都大学放射線生物研究センター
の石合博士より供与して頂いた ARTEMIS 遺伝子破壊ベクター(Ishiai et al. 2004)を
SNM1A/APOLLO 二重破壊株にトランスフェクションした(Fig.4-4A)。ゲノム PCR と逆転写
PCR を用いて SNM1A/APOLLO/ARTEMIS 三重破壊株を樹立することに成功した(Fig.4-4B)。
二重および三重破壊株を用いて MTT アッセイをおこなったところ、予想に反して各単独破壊
株と同様にアポトーシスが誘導された(Fig.4-4C,D)。しかし、TUNEL アッセイをおこなった
ところ、二重および三重破壊株は DNA断片化の相加的な遅延が観察された(Fig.4-4E)。以上の
結果は、SNM1A-C のすべてがエトポシド誘導性アポトーシスにおける DNA 断片化に協調的
に関与することを示唆している。 
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第 3節 考察 
 本研究において、我々は ICL修復ないしテロメア維持に関与する SNM1A と Apolloが、エ
トポシド誘導性アポトーシスというまったく異なる経路においても機能することを初めて示し
た(Fig.4-5)。Artemis も含めた三重欠損はアポトーシスにおける DNA 断片化を相加的に減弱
させた。しかしながら、MTT アッセイにおいては相加的なアポトーシス耐性は観察されなか
った。これはアッセイ系の性質の違いによると思われる。MTT アッセイは細胞の生死を検出
するわけではなく、ミトコンドリア還元酵素の活性を測定することで細胞がどの程度調子が良
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いかを調べるアッセイである。ゆえに、三重破
壊株では DNA 断片化の進行は遅いが、アポト
ーシスのシグナルそのものは伝達され細胞の調
子が低下していると考えられる。ただし、同一
の条件でも DNA-PKCS 破壊株は MTT、
TUNELともに強いアポトーシス耐性を示すの
で、DNA-PKを上流としアポトーシスの誘導に
関与する実行因子がまだまだ存在すると考えら
れる。実際に、DNA-PKのリン酸化基質となり得る因子は Artemisをはじめ 20種類以上知ら
れている。その中に SNM1Aと Apolloは含まれていないが、SNM1Aは DNA-PKの基質とな
り得る SQ/TQ クラスター配列を持つため、潜在的な基質である可能性は十分に考えられる。
今後の検討課題として、1) SNM1A-Cのヌクレアーゼ活性がアポトーシスの実行において必要
か、2) アポトーシスにおけるクロマチンへの SNM1A、Apolloのリクルートは DNA-PKに依
存するかどうか、3) DSB 誘導性アポトーシスに関与する他の実行因子の同定、などが挙げら
れる。 
 本研究においては NHEJ や ICL 修復といった細胞を生存させる方向に機能する因子が、細
胞を死に向かわせる機能をも担う二面性を持つという意味で非常に驚きがある。また、がん化
学療法においても興味深い視点を与える。近年、Top2阻害薬と DNA-PK阻害薬の組合せによ
り抗がん作用を高めるアプローチがなされている(Deriano et al. 2005; Hisatomi et al. 2011)。
DSB の誘導とその修復系の一つである NHEJ 経路の阻害は一見効率的に思えるが、本研究の
結果より DNA-PK の機能は修復だけではないため、アポトーシス能を阻害してしまっては逆
効果である。近年、NHEJの下流因子である Lig IVの特異的阻害薬が発見されたが(Srivastava 
et al. 2012)、この薬剤であればアポトーシス能を阻害することなく NHEJ経路のみを阻害で
きるので、Top2 阻害薬との併用に適している。DSB 誘導性アポトーシス機構の解析は抗がん
治療を考える上で新たな視点を与えるだろう。  
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第 5章 本研究全体の総括 
 
 本研究は、当研究室で精力的に解析が進められてきた RecQヘリカーゼファミリーの一つで
ある RecQL5を中心に、ゲノム安定性維持に関与する種々のタンパク質の未知の機能の解明を
目指して行われた。結果として、以下の 3つの解析が特に大きく前進した。 
 
[1] RecQL5の DNA 鎖間クロスリンク修復における機能 
 RecQL5 に関して多数の遺伝子二重破壊株を用いて系統的な遺伝学的解析をおこない、
RecQL5が細胞内において、BRCA2および Rad51との結合に依存して ICL修復に寄与するこ
とを初めて明らかにした。さらに、ICL損傷誘導的な組換え反応を制御し、その頻度と正確性
を適切に保つ役割があることをDT40細胞の免疫グロブリン遺伝子座の特性を活かして明らか
にすることができた。 
 
[2] Tipin のカンプトテシン毒性防御機構における機能 
 CPT 毒性に対して TIPIN 遺伝子破壊株が高感受性を示すという当研究室での発見を進展さ
せ、Tipin の欠損時には CPT処理により複製フォークの進行異常が著しく引き起こされること
を明らかにした。Top1の急速な分解や DNA複製進行距離の低下といった表現型が得られるこ
とから、Tipin欠損時には野生株と比較して Top1と複製フォークの高頻度の衝突が生じ、複製
フォークの崩壊を誘発していると考察される。 
 
[3] SNM ファミリーのエトポシド誘導性アポトーシスにおける機能 
 SNM1A-C 単独および二重、三重遺伝子破壊株を用いて、SNM1A、Apollo、Artemis の三
者が協調的に高濃度エトポシド誘導性アポトーシスに関与することを明らかにした。これは、
本来 DNA 修復やテロメア維持、V(D)J 組換えといった別の機能に関わる因子がアポトーシス
の誘導にも関与するという二面性を併せ持つ点が新しい。 
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本研究で得られた成果は、ゲノム安定性維持機構のさらなる理解を促し、基礎から臨床へと
発展させていくための基盤となると考えられる。創薬へ向けたアプローチも含め、ヒト細胞等
を用いた解析へと進展させていくことが今後の課題である。 
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第 6章 実験材料および方法 
 
第 1節 細胞培養 (使用株一覧) 
6.1.1 使用株一覧 
本研究で使用した DT40細胞株を以下に示した。DT40細胞は RPMI 培地を用いて、CO2イ
ンキュベーター内で 5% CO2、39℃の条件で培養した。 
Genotypes   Selective markers  References  
CL18 (DT40 sIgM- cell)  -    (Buerstedde and Takeda 1991) 
RECQL5-/-   Bleo, Eco   This study 
RECQL5-/- +hRECQL5-WT Puro, Eco / Bleo   This study 
RECQL5-/- +hRECQ5-T668A Puro, Eco / Bleo   This study 
RAD17-    Puro    (Kobayashi et al. 2004) 
RECQL5-/- / RAD17-  Bleo, Eco / Puro   This study 
FANCC-    Bsr    (Hirano et al. 2005) 
RECQL5-/- / FANCC-  Bleo, Eco / Puro   This study 
BRCA2-/+ (con.)   Puro, Bsr / Hyg   (Qing et al. 2011) 
BRCA2-/-   Hyg    (Qing et al. 2011) 
RECQL5-/- / BRCA2-/+ (con.) His, Eco / Puro, Bsr / Hyg  This study 
RECQL5-/- / BRCA2-/-  His, Eco / Hyg   This study 
RAD54-/- +hRAD54  His, Neo / Hyg   (Morrison et al. 2000) 
RECQL5-/- / RAD54-/- +hRAD54 Bsr, Puro / His, Neo / Hyg  This study 
RECQL5-/- / AID-/-   Bleo, Eco / Bsr, Puro  This study 
TIPIN-/-    Puro, Bsr   This study 
TIPIN-/- +chTIPIN  Puro, Bsr / Hyg   This study 
TIPIN-/- / RAD17- +chTIPIN Puro, Bsr / Eco / Hyg  This study 
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CHK1-/-    Neo, Puro   (Zachos et al. 2003) 
DNA-PKcs-/-   His, Hyg, Neo   (Fukushima et al. 2001) 
SNM1A-/-   Bsr, His    (Ishiai et al. 2004) 
APOLLO-/-   Bsr, His    (Ishiai et al. 2004) 
ARTEMIS-/-   Bsr, His    (Ishiai et al. 2004) 
SNM1A-/- / APOLLO-/-  Neo, Puro / Bsr, His  (Ishiai et al. 2004) 
SNM1A-/- / APOLLO-/- / ARTEMIS-/- Neo, Puro / Bsr, His / Bleo, Hyg This study 
           
Bleo, bleomycin; Eco, ecogpt; Puro, puromycin; Bsr, blasticidin; His, histidinol; Neo, neomycin; Hyg, hygromycin. 
6.1.2 培地および試薬 
1) RPMI培地 
RPMI1640培地 (日水製薬) 10.2 g、HEPES (Sigma) 2.4 g、ピルビン酸ナトリウム (WAKO) 
0.1 gを脱イオン水 1 Lに溶解し、高圧蒸気滅菌 (121℃, 20分) して 4℃で保存した。使用時に
は 10% NaHCO3で pH 7.2になるように調整し(RPMI培地：10% NaHCO3 = 500 mL : 10 mL)、
さらに最終濃度 2 mM L(+)-グルタミン、非働化済み 10% 牛胎仔血清、非働化済み 1% ニワト
リ血清、10 µM 2-メルカプトエタノール、0.1 g/L硫酸カナマイシン(明治製菓ファルマ) とな
るようにそれぞれ添加し、転倒混和して 4℃保存した。 
2) 10% NaHCO3  
NaHCO3 10 gを MilliQ水 100 mLに懸濁し、密封したまま高圧蒸気滅菌した。 
3) L(+)-グルタミン 
 1.46 gの L(+)-グルタミン(Sigma)を 0.9% saline 50 mLに溶かし、濾過滅菌した。 
4) 牛胎仔血清 (fetal bovine serum; FBS または fetal calf serum; FCS) 
 Flow 社製または Bioserum 社製のものを 56℃で 30 分非働化した後、 100X 
Antibiotic-Antimycotic (Gibco)を 1Xになるように添加し、分注して 4℃に保存した。 
5) ニワトリ血清 (chicken serum ; CS) 
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 Sigma社製のものを 56℃で 30分非働化した後、100X Antibiotic-Antimycotic (Gibco)を 1X
になるように添加し、分注して 4℃に保存した。 
6) phosphate-buffered saline ; PBS 
 NaCl 8.0 g、CaCl2 0.2 g、Na2HPO4・12H2O 2.9 g、KH2PO4 0.2 g を脱イオン水 1 Lに溶
解した。 
7) メチルセルロース培地 
 216 mL MilliQ水と7.5 gメチルセルロース(Fluka)をそれぞれ500 mLメディウム瓶に入れ、
高圧蒸気滅菌した。熱いうちに(65～75℃くらい)、MilliQ水をメチルセルロースの入った瓶に
加え素早く良く撹拌した。2×DMEM/F-12 培地(下記(8))を 216 mL 加え、低温室で一晩撹拌
した。翌日 75 mL非働化済み FBSと 7.5 mL非働化済み CSを加え、低温室で一晩撹拌し、4℃
で保存した。 
8) 2×DMEM/F-12培地 
1 Lぶんの DMEM/F-12(Gibco)およびNaHCO3(WAKO) 1.2 gを 500 mLの脱イオン水に溶
解し、濾過滅菌した後、4℃で保存した。 
 
第 2節 遺伝子破壊株および発現株の作製 (使用薬剤一覧) 
6.2.1 使用薬剤一覧 
遺伝子破壊または発現細胞のセレクションに使用した薬剤を以下に示した。 
選択マーカ  ー 使用薬剤銘柄   ストック濃度  希釈倍率 
Puro  Puromycin (Sigma)  0.5 mg/mL in MilliQ 水 ×1000 
 Bsr  Blasticidin S (フナコシ)  3.0 mg/mL in saline ×100 
 His  L-Histidinol (Sigma)  100 mg/mL in MilliQ水 ×100 
 Bleo  Zeocin solution (Invitrogen) 100 mg/mL  ×100 
 Neo  Geneticin disulfate (WAKO) 200 mg/mL in MilliQ水 ×100 
 Hyg  Hygromycin B (WAKO)  250 mg/mL in MilliQ水 ×100 
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 Eco  Mycophenolic acid (WAKO) 10 mg/mL in DMSO ×1000 
6.2.2 DT40細胞へのトランスフェクション 
 RPMI 培地で培養した約 1×107個の細胞を 1000 rpm、5分、4℃で遠心して回収後、PBS 10 
mLで細胞を洗浄した。続いて、あらかじめ直鎖化しておいた 30 µg のターゲッティングベク
ター(pGEM-T Easy vectorを基に設計)を含む PBS 500 µLに細胞を懸濁してキュベットに移
した。氷上に 10分静置した後、Gene Pulser Xcellおよび PCモジュール(BioRad)を用いて、
0.55 kV、25 µFで細胞をエレクトロポレーションし、再度氷上に 10分静置した。細胞を 20 mL 
RPMI 培地に移して 24 時間、39℃で培養した後、細胞を遠心回収してセレクション用薬剤を
含有したRPMI培地 40あるいは 80 mLに再懸濁し、96 well plateに 100 µL/wellあるいは
160 µL/well となるように播いた。5～7日程度 39℃で培養し、生じた薬剤耐性コロニーを 24 
well plate に移して培養した。ゲノム PCR、RT-PCR、ウエスタンブロッティングなどの手法
を用いて遺伝子の破壊ないし発現をチェックし、株を樹立した。 
6.2.3 RT-PCR 
 1×106個の細胞を 1 mL TRIzol (Invitrogen)に溶解し、total RNAを回収した。Total RNA 
800 ng を、ReverTra Ace (Toyobo)を用いて逆転写し、cDNA を得た。Primestar HS DNA 
polymerase in GC buffer (TaKaRa)を用いて cDNAを鋳型とした PCRを行い、遺伝子破壊の
有無を確認した。PCRプログラムは以下の通りである。 
 ↓98℃、10 sec  
 ↓98℃、10 sec (a) 
↓68℃、1 min / 1 kbp (b) 
↓(a)～(b)を 30～35回繰り返し 
 ↓12℃、forever 
6.2.4 遺伝子破壊確認用プライマー一覧 
 逆転写して得られた cDNAに対し、以下のプライマーを用いて遺伝子破壊の有無を PCR で
確認した。 
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Gene Target  Primers used in RT-PCR      
RECQL5  5’-GGAAAACGCTGGGAAAGGTCTTCGGGTTTG-3’ (sense) 
RECQL5  5’-CCAGTGGTGTTCTTCACTTCCAGTGCCTTC-3’ (antisense) 
β-ACTIN  5’-CGTGCTGTGTTCCCATCTATCGTG-3’ (sense) 
β-ACTIN  5’-TACCTCTTTTGCTCTGGGCTTCATC-3’ (antisense) 
FANCC   5’-GGTTGGATAAAGCTATTGAGTGGGGTCAGG-3’ (sense) 
FANCC   5’-GTATCCAGCTGTTGGCCTTCAATTCCACAG-3’ (antisense) 
RAD17   5’-GAGCAGGTAACGGATTGGTTCGCCCAT-3’ (sense) 
RAD17   5’-GCGCTTCTTATATCACCTGAACAACC-3’ (antisense) 
BRCA2   5’-CTCGCTTCTCCTCATGGTATCTGCCACAAC-3’ (sense) 
BRCA2   5’-CAGCTCTTTCATCCTGCTGCTTTGCTCCAG-3’ (antisense) 
RAD54   5’-GCTTTCATCCGCAGCATTTTGTCCAAACCC-3’ (sense) 
RAD54   5’-ATGCCAGAATTGACGAAGTGCACCAGGCTG-3’ (antisense) 
AID   5’-CTCTACAATTTCAAGAACCTGCGCTGGGCC-3’ (sense) 
AID   5’-CAGAAGGATCCGTCGGAGTTTCCTGGACAG-3’ (antisense) 
TIPIN   5’-CCCACCTCCTACGTCTCCAGGAAGAGGTGA-3’ (sense) 
TIPIN   5’-AAAGCACCAGTCAGATCCCGAGCAACTGGG-3’ (antisense) 
ARTEMIS  5’- GCGAAGCTGGACCACTCT CAGTCGCTATCA -3’ (sense) 
ARTEMIS  5’- CCCAGCTAGGGATATCAGCATTAGACTCCT -3’ (antisense) 
           
 
第 3節 フローサイトメトリーを用いた細胞数の計測 
6.3.1 材料および試薬 
1) マイクロビーズ液 
高圧蒸気滅菌済みの PBS とマイクロビーズ(Poly bead Polystyrene micro spheres POL 
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07313, フナコシ)を 19：1もしくは 9:1の割合で混ぜた後、propidium iodide (PI)を最終濃度
1 µg/mLとなるように加え、よく混和して、4℃で遮光保存した。 
6.3.2 細胞増殖能の測定 
1×105個の細胞を 1 mlの RPMI培地で培養して一日ごとに回収し、細胞浮遊液：マイクロ
ビーズ液 ＝ 4：1の割合になるように混合した。フローサイトメトリーを用いてマイクロビー
ズを一定数(500個あるいは 1000個)検出したときの生細胞数を計測した。Forward scatterが
小さい値でなくかつ PIに染まらない細胞を生細胞の集団として検出した。 
6.3.3 Liquid survival assay 
細胞数をカウントし、2×104 cells/mLの細胞浮遊液を 900 µLずつ 24 well plate に播いた。
30 分以上プレインキュベートしてから、100 µL の薬剤希釈液を添加して 36～48 時間インキ
ュベートした。X-rayの場合は、あらかじめ各 doseのX-rayを照射した細胞を用いた。その後、
細胞浮遊液をよく懸濁してから回収し、細胞浮遊液：マイクロビーズ液 ＝ 4：1の割合になる
ように混合した。フローサイトメトリーを用いてマイクロビーズを一定数(500個あるいは1000
個)検出したときの生細胞数を計測した。Forward scatter が小さい値でなくかつ PI に染まら
ない細胞を生細胞の集団として検出した。 
 
第 4節 フローサイトメトリーを用いた死細胞の検出 
6.4.1 PI単染色による死細胞の検出 
 5×105 個の細胞を 3000 rpm、2分で遠心し、ペレットを 1 µg/ml PIを含む 1% BSA/PBS 400 
µL に懸濁させ、室温で 15分インキュベートした。フローサイトメトリーを用いて死細胞の割
合を測定した。生細胞よりも Forward scatter 値が小さくかつ PI-positiveの集団を死細胞とし
て検出し、得られたデータを Cell Quest (Becton Dickinson)ソフトウェアで解析した。 
 
第 5節 フローサイトメトリーを用いた細胞周期分布の解析 
6.5.1 PI単染色による細胞周期分布の解析 
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 5～10 ×105 個の細胞を 3000 rpm、2分で遠心し、PBS で懸濁して再度遠心後、ペレットを
500 µLの 70% EtOH で再懸濁し、4℃でサンプルを保存した。3000 rpm、2分で遠心したペ
レットを 400 µL の 5 µg/ml PI、100 µg/mL RNaseを含む 1% BSA/PBSに懸濁させ、37℃で
30～60分インキュベートした。最後にナイロンメッシュを通してフローサイトメトリーで測定
し、得られたデータを Cell Quest (Becton Dickinson) ソフトウェアで解析した。 
6.5.2  BrdU と PI の二重染色による細胞周期分布の解析 
回収直前に20 µM BrdU (BD Biosciences)で20分間処理した細胞を1% BSA-PBS に懸濁し、
3000 rpmで 2分遠心した。ペレットを 500 µL の 70% EtOH で再懸濁し、4℃でサンプルを
保存した。3,000 rpmで 3分遠心したペレットを 400 µL の 0.5% triton X-100 / 2.5 N HCl へ
再懸濁し、室温で 30分放置した。3000 rpm で 2分の遠心後、ペレットを 1% BSA/PBSで 2
回洗浄し、50 倍希釈した FITC-conjugated anti-BrdU IgG (BD Biosciences)で室温、30分イ
ンキュベートした。3000 rpm で 2分の遠心後、ペレットを 1% BSA-PBS で 2回洗浄し、5 
µg/ml PI を含む 1% BSA/PBS に懸濁させ、室温で 1時間インキュベートした。最後にナイロ
ンメッシュを通してフローサイトメトリーで測定した。得られたデータを Cell Quest (Becton 
Dickinson) ソフトウェアで解析した。 
 
第 6節 ギムザ染色による染色体異常の検出 
6.6.1 材料および試薬 
1) 75 mM KCl (低張液) 
 2.87 gの KClをMilliQ水に溶解し、室温に保存した。 
2) カレノア固定液 
 3：1の割合でMeOHと AcOHを使用する直前に混合して用いた。 
3) 0.5 M phosphate buffer (10×PB) 
 11.34 gの KH2PO4と 59.69 gの Na2HPO4・12H2Oに適量の脱イオン水を加えた。pH 6.80
に合わせた後、500 mLにメスアップし、高圧蒸気滅菌したものを室温に保存した。 
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4) 3% ギムザ溶液 
 Giemsa’s solution (MERCK) 原液を使用時に 0.05 M PB (1×PB) に希釈して用いた。 
6.6.2 実験方法 
4×105個の細胞を 50 ng/mL MMC を含有した RPMI 培地で 16時間培養し、最後の 2時間
15分は 0.1 µg/mLデメコルシン存在下で培養した。細胞を回収して遠心し、PBS で一度洗浄
した後、ペレットに 75 mM KClを 10 mL加えてよく懸濁させ 15分室温で静置させた。カレ
ノア固定液を 5 mL加えてよく混合させ、1,000 rpmで 5分遠心し、ペレットにまたカレノア
固定液を 5 mL以上加え、懸濁させて室温で 30分放置した。その後、2回 5 mLのカレノア固
定液で細胞を洗浄し、最後にペレットを数滴のカレノア固定液に懸濁させた。この得られた細
胞懸濁液を脱イオン水で表面を塗らしたスライドガラスに 2～3滴滴下し、よく拡散させ、60℃
で 30分風乾したのち室温で保管した。スライドガラスを 3% ギムザ溶液で 20分染色し、その
後 MilliQ 水に 8 分浸した。アセトンとトルエンを用いて洗浄し、乾燥後、カナダバルサムで
封入した。後日カバーガラスをマニキュアでシールした後、顕微鏡で観察した。 
 
第 7節 ウエスタンブロッティング 
6.7.1 材料および試薬 
1) 1×running buffer ; 9.09 g Tris、43.2 g Glycine、3 g SDS  in MilliQ水 (全量 3 L) 
2) 5×sample buffer ;  
125 mM Tris-HCl (pH6.8) 、 10% SDS 、 50% glycerol 、 0.5 M DTT 、 0.0625% 
Bromophenolblue 
3) Hybond P membrane (Amersham Pharmacia) 
4) Blotting buffer ; 80% 1×running buffer、20% MeOH 
5) 5% Blocking buffer ; 1 g skim milk(WAKO) in 20 mL 0.05% Tween-PBS (使用時調製) 
6) 一次抗体希釈液 ; 1% BSA、0.1% NaN3 in 0.05% Tween-PBS 
7) 二次抗体希釈液 ; 5) をそのまま使用 
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8) ECL Prime Kit (Amersham Pharmacia) 
6.7.2 SDS-polyacrylamide gelの作製 
Running gel (Separating gel)、stacking gelはともに、N,N,N,N-tetramethylenediamine 
(TEMED)および ammonium persulfate (APS)以外の全ての試薬を混合した後、running gel
に TEMEDおよび APSを加え速やかに流し込んだ。Running gelが固化した後、stacking gel
にTEMEDおよびAPSを加え速やかに running gelに重層し、コームを挿入して固化させた。
もしくは、市販されているミニプロティアン TGXゲル (BioRad)を使用した。 
6.7.3 サンプルの調製 
1×106 個の細胞ペレットに 25～50 µL の 1×sample buffer を加えてよく撹拌した。95℃
で 10分加熱後、よくボルテックスし、スピンダウンしてサンプルとした。 
6.7.4 SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 
作製したゲル板にサンプルを 5～15 µL アプライし、電気泳動装置 (BioRad) で一枚あたり 
30 mA の定電流で泳動した。ミニプロティアンTGXゲルの場合は200 Vの定電圧で泳動した。 
6.7.5 Western blotting  
SDS-PAGE により分離したタンパク質を、あらかじめメタノールによる親水化、blotting 
bufferによる平衡化を済ませたHybond P membrane に、ウェット式ブロット装置を用いて定
電圧 30 V で一晩トランスファーした。翌日、membrane を 5% blocking buffer に浸し室温
で 1時間浸透した。PBSで洗浄した後、一次抗体希釈液で希釈した一次抗体を室温で 1時間反
応させ、0.05％ Tween-PBSで 10分ずつ 3回洗浄した。次に、二次抗体希釈液で希釈した HRP 
標識二次抗体を室温で 1時間反応させ、0.05％ Tween-PBSで 10分ずつ 3回洗浄した。ECL 
Prime Kit を用いてマニュアルに従って発色させ、LAS-4000 mini (FUJIFILM) で検出した。
得られた画像をMulti Gaugeソフトウェアで解析した。 
6.7.6 一次抗体一覧  
 anti-Rad51 (a kind gift from Dr. Hitoshi Kurumizaka, Waseda University) 
 anti-chicken FANCD2 (a kind gift from Dr. Minoru Takata, Kyoto University) 
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 anti-phospho-Chk1-Ser345 (Cell Signaling) 
 anti-α-tubulin (clone DM1A; Sigma) 
 anti-HA (clone 3F10; Roche Applied Science) 
 anti-Histone H3 (ab1791; Abcam) 
 anti- phospho-Histone H2AX-Ser139 (clone JBW301; Millipore) 
 anti-Top1 (556597; BD Biosciences) 
 anti-FLAG (M2; Sigma) 
 anti-LaminB1 (Invitrogen) 
 anti-β-actin (Sigma) 
 
第 8節 Ig diversification assay 
6.8.1 材料および試薬 
1) anti-sIgM・R-PE conjugated抗体 (SouthernBiotech) 
6.8.2 実験方法 
1×105 cells/mL に調整した細胞(バルクの場合)あるいはリクローニングした細胞(～24 クロ
ーンの場合)を薬剤入り RPMI 培地に移し、数日～数十日間培養した。測定時には細胞を回収
して 3000 rpm、2分で遠心し、1% BSA/PBS 300m µLで懸濁して再度遠心した後、ペレット
に anti-sIgM・R-PE conjugated抗体含有液 30 µL (1% BSA/PBSで 50倍に希釈)を加えて懸
濁し、氷上で遮光しつつ 20～25分インキュベートした。その後、1% BSA/PBS 1 mLを加え
て洗浄し、ペレットに 1% BSA/PBS 400 µLを加えて測定サンプルとした。フローサイトメト
リーを用いて生細胞を 10000 個測定し、sIgM+細胞の割合を Cell Quest ソフトウェアで解析
した。シークエンス解析時には、MiniMACS Starting Kit および Anti-PE MicroBeads 
(Miltenyi Biotech)を用いて細胞を sIgM- と+のフラクションに分離した。それぞれのフラクシ
ョンから PrepMan Ultra (Applied Biosystems)を用いてゲノムを回収後、IgLC領域を PCR
で増幅し、ベクターに挿入してクローン化した。IgLC 領域のヌクレオチド配列を解析し、ど
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の pseudo V 遺伝子を鋳型にしているか調べた。 
 
第 9節 姉妹染色分体交換 (SCE) の検出 
6.9.1 材料および試薬 
1) 75 mM KCl (低張液) (第 6節参照) 
2) カレノア固定液 (第 6節参照) 
3) 0.5 M phosphate buffer (10×PB) (第 6節参照) 
4) 3% ギムザ溶液 (第 6節参照) 
5) 2×MacIL valine solution (2×MB) 
 58.9 gの Na2HPO4・12H2Oと citric acid・H2Oに適量の脱イオン水を加えた。pH 7.02に
合わせた後、500 mLにメスアップして室温で保存した。 
6) 1 mg/mL Hoechst 33258 solution 
Hoechst 33258 (WAKO) を 1 mg/mLになるようにMilliQ水に溶解し、4℃で遮光保存した。 
6.9.2 実験方法 
4×105個の細胞を、10 µM BrdUを含む 2 mLの RPMI培地で 2細胞周期 (16.5時間) 培養
した。薬剤処理のものは 100 nM CDDPを最初に同時添加し、最後の 2時間 15分は 0.1 µg/mL
コルセミド存在下で培養した。細胞を回収して遠心し、PBS で一度洗浄した後、ペレットに
75 mM KClを 10 mL加えてよく懸濁させ 15分室温で静置させた。カレノア固定液を 5 mL
加えてよく混合させ、1,000 rpmで 5分遠心し、ペレットにまたカレノア固定液を 5 mL以上
加え、懸濁させて室温で 30 分放置した。その後、2 回 5 mL のカレノア固定液で細胞を洗浄
し、最後にペレットを数滴のカレノア固定液に懸濁させた。この得られた細胞懸濁液を脱イオ
ン水で表面を塗らしたスライドガラスに 2～3滴滴下し、よく拡散させ、60℃で 30分風乾した
のち室温で保管した。スライドガラスを 1×PBで希釈した 10 µg/mL Hoechst 33258で遮光し
ながら 20分染色し、1×MB でよくすすいだ。乾燥を防ぐため数滴の 1×MBを滴下後、カバ
ーガラスをかぶせ、1 cmの距離からブラックライト (352 nmの紫外線) を 20分照射した。次
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にカバーガラスを外し、再び 1×MB でよくすすぎ、58℃の 2×SSC 中で、20 分保温した。1
×PB でよくすすいだ後、3%ギムザ溶液で 20分染色した。最後に milliQ水に 8分浸し、アセ
トンとトルエンを用いて洗浄し、乾燥後、カナダバルサムで封入した。後日、カバーガラスを
マニキュアでシールした後、顕微鏡で観察した。 
 
第 10節 細胞免疫染色 
6.10.1 材料および試薬 
1) 4%パラホルムアルデヒド 
 パラホルムアルデヒドを 4%となるようにMilliQ 50mLに懸濁し、1M NaOHを 2、3滴加
えた。50～60℃で溶かした後、10 mLずつ分注して-20℃で保存した。 
6.10.2 実験方法 
3×104個程度の細胞を回収し、サイトフューネルス(Thermo Scientific)および大型遠心機を
用いて APSコート化スライドガラス(松浪硝子)上に張りつけた。ダコペンで細胞懸濁液の周囲
をマーキング後、4%パラホルムアルデヒド 10 分処理により固定した。PBS で洗浄後、0.1% 
NP40-PBS液で 10分処理し、核膜の透過処理を。PBSで 2回洗浄後、1% BSA-0.05% tween-20 
PBS 液でブロッキングした。続いて、1% BSA-0.05% tween-20 PBS 液で 1000 倍希釈した
anti-Rad51抗体(早稲田大学 胡桃坂博士より恵与)ないしanti-FANCD2抗体(京都大学 高田博
士より恵与)で室温､1時間インキュベー卜した｡PBSで 3回洗浄後、1% BSA-0.05% tween-20 
PBS 液で 250倍希釈した Alexa488-conjugated anti-rabbit 抗体(Invitrogen)で室温､1時間イ
ンキュベー卜した｡このとき、核染色試薬として DAPIも同時に混合した。PBSで 3回洗浄後、
マウンティングメディウムを滴下し、カバーガラスにより封入してサンプルとした。蛍光顕微
鏡(DM5500B; Leica および BZ-9000; KEYENCE)において観察し、取り込んだ画像から
foci-positive cells の割合を計測した。5 つ以上のシャープなフォーカスが核内にある細胞を
positive cellsとした。核の断片化が生じている細胞はアポトーシスが誘導されている細胞と判
断し、割合計測時の分母には加えなかった。 
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第 11節 DNA fiber assay 
6.11.1 材料および試薬 
1) Lysis solution 
 脱イオン水を用いて最終濃度が 0.5% SDS、200 mM Tris-HCl (pH7.4)、50 mM EDTA とな
るように混合し、室温で保存した。 
2) カレノア固定液 (第 6節参照) 
6.11.2 実験方法 
細胞を CldU (Sigma)、IdU (Sigma)で順次ラベルした後、遠心(3,000 rpm, 2分) して回収し、
冷 PBS 1 ml に再懸濁した。細胞浮遊液 2 µl を APSコート化スライドガラス(松浪硝子)上に
塗りつけ、風乾した。Lysis solution で細胞を可溶化し、スライドガラスを傾けることで DNA 
をスライドガラス上に引き伸ばし貼り付けた。コプリンジャー中でカレノア液 3 分、冷 70% 
EtOH 1時間以上、MeOH 3分の順に処理し DNA の固定を行った。PBS洗浄後、2.5 M HCl 
で 30分処理することでCldU と IdU を露出させ、0.1 M NaBorate で 3分処理して酸を中和
した。PBS洗浄後､1% BSA-0.05% tween-20 PBS液で 1000 倍希釈した anti-BrdU rat IgG 
(Abcam)、500 倍希釈した anti-BrdU mouse IgG (BD Biosciences)で室温､1時間インキュベ
ー卜した｡続いて、0.05% tween-20 PBS 液で室温、3分洗浄を 2回行った後、1% BSA-0.05% 
tween-20 PBS 液で 1000 倍希釈した Cy3-conjugated anti-rat IgG (Jackson)、1000 倍希釈
した Alexa488-conjugated anti-mouse IgG (Invitrogen) で室温、1時間インキュベー卜した｡
その後 0.05% tween-20 PBS 液で室温、3分洗浄を 3 回行った。最後に、スライドガラス上に
マウンティングメディウム(Diagnostic BioSystems)を滴下し、カバーガラスにより封入してサ
ンプルとした。蛍光顕微鏡(BZ-9000; KEYENCE)において取り込んだ画像を Image J ソフト
ウェアで解析し、得られた fiber の長さを計測した。DNA 複製フォークの進行距離は千塩基
(kbp)単位で表し、変換係数 1 µm ≒ 2.59 kbpにより算出した(Jackson and Pombo 1998)。 
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第 12節 細胞成分分画 
6.12.1 材料および試薬 
1) Subcellular Protein Fractionation Kit #78840 (Thermo Scientific) 
6.12.2 実験方法 
5×106個の細胞を回収し、PBSで洗浄した。その後、Subcellular Protein Fractionation Kit
のプロトコールに従い分画し、western blotting sample bufferを添加してボルテックスした。
95℃、10分加熱後、スピンダウンしてサンプルとした。 
 
第 13節 MTT assay 
6.13.1 材料および試薬 
1) MTT試薬 (Research Organics) 
2) Lysis solution 
 MilliQ水を用いて、最終濃度が 50%(v/v) N,N-ジメチルホルムアミド、20% SDS となるよう
に混合し、室温で保存した。 
6.13.2 実験方法 
細胞をカウントし、2×105 cells/mL で 90 µL ずつ 96 well plate に播いた。30分のプレイ
ンキュベート後、10 µL の薬物により処理し、アッセイに応じてさらにインキュベートした。
MTT 試薬を 25 µL /well ずつ加えてさらに 3 時間処理し、Lysis solution 100 µL /well を添
加して overnight でインキュベートした。翌日、マイクロプレートリーダーで 595 nm の吸光
度を測定した。実験の例数は n= 5 で行い、結果は平均値±標準誤差で示した。 
 
第 14節 TUNEL assay 
6.14.1 材料および試薬 
1) 1%パラホルムアルデヒド 
 第 10節で作製したものを PBSで希釈して使用した。 
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2) TdT mix 
 TdT recombinant、TdT buffer、および Cy3-dCTPを 1：25：0.05の割合で混合した。 
6.14.2 実験方法 
1×106 個の細胞を回収し、PBSで洗浄後、1%パラホルムアルデヒドで氷上 15分、70%EtOH
で 4℃、30分以上処理して固定した。1% BSA/PBSで洗浄後、25 µLの TdT mix に再懸濁し
て37℃で1時間インキュベートした。1% BSA/PBSで2回洗浄後、RNaseを含む1% BSA/PBS
に再懸濁して 37℃で 30分インキュベートした。ナイロンメッシュ処理後、フローサイトメト
リーで TUNEL-positive cells の割合を測定した。得られたデータを Cell Quest (Becton 
Dickinson) ソフトウェアで解析した。 
 
第 15節 ミトコンドリア膜電位変化の検出 
6.15.1 材料および試薬 
1) 3,3’-Diethyloxacarbocyanine iodide (DIOC6(3); Sigma) 
6.15.2 実験方法 
5×105 個の細胞を回収し、室温で 1% FBS-PBS 1mLに再懸濁した。10 µg/mL DIOC6(3)お
よび 2 mg/mL PI となる 20 µLの混合液を調製し、各サンプルに添加して室温で 5分インキュ
ベートした。ナイロンメッシュ処理後、フローサイトメトリーで apoptotic cellsの割合を測定
し、得られたデータをCell Quest (Becton Dickinson) ソフトウェアで解析した。 
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